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Herrn Prof. Dr. Vald. Henriques 


an seinem 70.Geburtstag gewidmet. 


Clupeinuntersuchungen. 


I. Darstellung und Fraktionierung von Clupein.”) 


Von 


K. E. Rasmussen. 


(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Dezember 1933.) 


Als Glied in der Reihe der im Carlsberg Laboratorium durch 
Jahre hindurch fortgesetzten Proteinuntersuchungen ist die vor- 
liegende Arbeit nach einem von Prof. S.P.L.Serensen gelegten 
Plan und unter dessen stiindiger Leitung vom Verfasser aus- 
gefiihrt worden, wobei das Ziel war, ein Darstellungsverfahren 
auszuarbeiten, das schonender fiir das Clupein sein sollte als die 
bisher existierenden, und dieses Clupein dann ebenso schonend 
zu fraktionieren. In einigen folgenden Abhandlungen soll die 
Charakterisierung der beim Fraktionieren gewonnenen Clupein- 
sulfate durch eine Reihe physikalischer und chemischer Eigen- 
schaften behandelt werden. 


Das Clupein, dessen Chemie bis vor wenigen Jahren hauptsichlich 
von Kossel und seinen Mitarbeitern bearbeitet worden war, wurde in der 
letzten Zeit vor allem von Waldschmidt-Leitz und Felix und deren 
Mitarbeitern zum Gegenstand umfassender Untersuchungen gemacht. Die 
hierbei angewendeten, voneinander wesentlich verschiedenen Darstellungs- 
weisen sollen kurz besprochen werden, besonders auch deshalb, weil die 
Untersuchung der dabei gewonnenen Priiparate zu Resultaten gefiihrt hat, 
die betriichtlich voneinander abweichen. 

Wie bekannt, findet sich Clupein an Nucleinsiiure gebunden im reifen 
Sperma des Herings. Nach einer Methode von Kossel?*) wird das Sperma 
auf folgende Weise aus den Heringstestikeln gewonnen: Die Testikel werden 
durch eine Fleischmaschine getrieben, die dabei erhaltene Masse in Wasser 





*) Ein Teil der in dieser Abhandlung veréffentlichten Untersuchungen 
wurde der 4. nordischen Chemikertagung in Oslo am 29. Juni 1932 vor- 
gelegt (vgl. den Bericht ,,Det 4% nordiske kjemikerméte“, Oslo, 27. bis 
30. Juni 1932, S. 284). 
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aufgeschlimmt, auf der Schiittelmaschine geschiittelt und darauf durch Mul! 
filtriert. Unter kriftigem Umriihren wird Essigsiure zugesetzt, bis sich 
die Spermatozoen als leicht filtrierbare Masse abscheiden. Diese wird ab. 
filtriert, mit Wasser und Alkohol gewaschen, durch Kochen mit Alkoho| 
extrahiert und mit Ather getrocknet. 

Zur Gewinnung des Protamins aus der trockenen Spermamasse beniitzt 
Kossel*) Extraktion mit verdiinnter Schwefelsiiure, worauf das Clupein. 
sulfat mit Alkohol gefillt wird. Das Clupein wird durch Fiillung einer 
wiiBrigen Liésung des Sulfates mit Natriumpikrat gereinigt, worauf die 
Pikrinsiiure mit Ather aus der schwefelsauren Aufschliimmung des Pikrates 
ausgeschiittelt wird. Das Sulfat wird wiederum mit Alkohol gefillt und 
eventuell durch Lésen in warmem Wasser und Ausfillen mit Alkohol un. 
gefallt. 

Eine andere Methode beruht auf Angaben von Schmiedeberg’, 
Maleniik*) und Nelson-Gerhardt.*) Hiernach wird die Spermamasse 
bei 37° 3 Tage lang mit einer wiBrigen Liésung von Cuprichlorid extrahiert, 
Das Clupein wird als Pikrat gefillt, welches bei 60° in einer Mischung von 
1 Teil Aceton und 3 Teilen Wasser gelést wird. Die Lésung wird filtriert, 
mit Alkohol versetzt und das Clupein mit Schwefelsiiure ausgefillt. Zur 
weiteren Reinigung wird das Clupein bei 37° 24 Stunden lang mit Pepsin 
behandelt, worauf das Sulfat des nicht abgebauten Clupeins wiederum dar- 
gestellt wird. 

Ein drittes und drastischeres Verfahren wurde von Felix und Dirr‘ 
angewendet. Zur Darstellung der Spermamasse und zur Extraktion des Prot- 
amins aus jener dient im wesentlichen Kossels Methode, darauf aber wird 
das Clupein als Pikrat gefillt, welches in Methylalkohol aufgeschlimmt 
und durch Zuleiten von Salzsiiuregas bei einer Temperatur bis zu 30° in 
Clupeinmethylesterhydrochlorid iiberfiihrt wird. Die Lésung bleibt nach 
dem Sattigen mit Salzsiiure einige Stunden stehen, worauf der Ester mit 
Ather gefallt wird. 

Bei der analytischen Durcharbeitung der verschiedenen Priiparate er 
gaben sich recht betrichtliche Abweichungen zwischen den Resultaten. So 
z. B. findet Kossel*) bei der Analyse von Clupeinsulfat 1,51 Gewichtsteile 
Kohlenstoff auf 1 Gewichtsteil Stickstoff, wogegen Goto’) bei der Analyse 
von Clupeinplatinchlorid 1,81 und bei der von Clupeinkupfersulfat 1,55 
findet. Bei der Analyse von aus anderen Spermapriiparaten dargestelltem 
Clupeinplatinchlorid fand man mehrmals Verhiltnisse um 1,5. Alle Priipa- 
rate waren nach Kossels Methode dargestellt worden. Schon Kossel 
hat in Clupein die Aminosiuren Arginin, Alanin, Serin, Valin nachgewiesen, 
und spiter haben Felix, Inouye und Dirr‘) Oxyprolin gefunden, aber 
die Mengenverhiltnisse dieser Aminosiiuren werden recht verschieden an- 
gegeben. Goto’ und Pringle®’) fanden, daB das Clupeon, ein Siure- 
spaltungsprodukt des Clupeins, 2 Molekiile Arginin auf jedes Molekiil Mono- 
aminosiure enthilt, d. h. daB 88,9°/, des Gesamtstickstoffes Argininstickstof 
sind. Bestimmungen des mittleren Molekulargewichtes der Clupeone stimmen 
hiermit iiberein. Ebenso finden sie, daf 89°/, vom Gesamtstickstoff des 
Clupeins Argininstickstoff sind, und schlieBen daraus, da8 das Clupein 
durch Verkettung von Clupeonen aufgebaut werde. Dieser Arginingehalt 
ist von mehreren spiiteren Untersuchern bestitigt worden; andere haben 
dagegen Arginingehalte gefunden, die von 82—95°/, variierten. Diese ver- 
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schiedenartigen Resultate kann man sich dadurch verursacht denken, daf 
Clupein kein einheitlicher Stoff ist, sondern als Komponentensystem 
(Serensen”)] oder als Mischung von einander sehr nahestehenden Clupeinen 
aufgefaBt werden muB. Die Hypothese, da das Clupein aus verketteten 
Clupeonen bestehe, bietet reiche Méglichkeiten fiir die Existenz von Clu- 
peinen mit verschiedenartiger Gruppierung der einzelnen Protone; dies 
erklirt jedoch nicht den verschiedenen Arginingehalt, Die Variation des 
letzteren deutet auf tiefergehende Verschiedenheiten in der Zusammensetzung 
des Clupeins, verursacht vermutlich durch schwankende Zusammensetzung 
des Ausgangsmaterials, was wiederum durch die Annahme verschiedener 
Reifungsgrade der Spermatozoen erkliirt werden kann. Dies wurde durch 
eine Untersuchung von Kossel und Schenck"!) wahrscheinlich gemacht, 
wobei sich zeigte, dab der Argininstickstoff des Clupeins aus dem Sperma 
eines einzelnen, im Mai gefangenen und also kein reifes Sperma enthaltenden 
Herings 82°/, der Totalstickstoffmenge ausmachte, also einen Wert, der den 
niedrigsten gefundenen Argininmengen gleich kommt. Doch kénnen die 
Verschiedenheiten in der Zusammensetzung der Priiparate auch entstanden 
sein durch einen verschieden tiefgehenden Abbau des Clupeins, hervor- 
gerufen durch die Anwendung allzu handfester Methoden. 

Mit Riicksicht auf die verschiedene Zusammensetzung dachte man friih- 
zeitig an die Méglichkeit einer Fraktionierung, welche auch mehrmals ver- 
sucht wurde. Eine Fraktionierung in 3 Priiparate kniipft sich an Kossels”) 
Clupeindarstellungsmethode, wobei man sich die Erscheinung zunutze macht, 
da8 die Sulfate bei verschiedener Temperatur verschieden léslich in Wasser 
sind. Von den 3 Fraktionen verwendet Kossel die mittlere zu seinen 
Untersuchungen. Diese Methode ist spiter von Waldschmidt-Leitz, 
Ziegler, Schiffner und Weil") in erweiterter Form verwendet worden. 
Kossel und Schenck") haben in einer spiiteren Arbeit eine Fraktionierung 
durch Fillung mit Ferrocyanwasserstoffsiiure und Sulfosalicylsiure vor- 
genommen. Bei der Fraktionierung werden Temperaturen bis zu 50—60° 
angewendet. Die beiden Autoren finden eine Variation des Arginingehaltes 
ihrer Priparate von 82,35—94,88°/,. Felix und Dirr®) benititzen zur Frak- 
tionierung das nach der oben beschriebenen Methode dargestellte Clupein- 
methylesterhydrochlorid. In eine methylalkoholische Lésung des Esters 
wird Salzsiuregas geleitet, wobei ein Teil des Esters gefallt wird. Der 
Niederschlag wird wiederum gelést und nochmals mit Salzsiuregas gefiillt. 
Durch Wiederholung dieser Operation und Fiillung der Filtrate mit Ather 
erhilt man eine Reihe von Clupeinfraktionen. Bei der Darstellung einer 
dieser Fraktionen wird das Clupein als Pikrat in wiBriger Lésung vom 
Pp etwa 9 gefillt, worauf das Pikrat wieder zu Ester verarbeitet wird. Die 
Anwendung so hoher Liésungsalkalinitiét fiihrt die Gefahr einer Hydrolyse 
mit sich. Diese Méglichkeit ist auch bei der Anwendung der starken Siiure- 
konzentrationen gegeben, welche beim Siittigen der Lésungen mit Salz- 
siuregas entstehen. Hierauf haben Waldschmidt - Leitz, Ziegler, 
Schaffner und Weil") hingewiesen, die bei der Veresterung einer Fraktion 
fanden, daB der Quotient N: NH, wihrend der Veresterung von 104 auf 
32,6 fiel. Dies wird von Dirr und Felix") bestritten, welche den Methoxyl- 
gehalt bei 4 aufeinander folgenden Salzsiiurebehandlungen unverdndert 
fanden. Ohne auf diesen Gegensatz niher einzugehen, zeigt Linderstrem- 


Lang") in einer Ubersicht iiber neuere Clupeinuntersuchungen, daB eine 
7k 
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von Felix dargestellte Fraktion bei 100°/, Veresterung ein gréBeres Ver- 
hiltnis zwischen Total-N und Carboxy] zeigte (welches Verhiltnis ebensogut 
zur Charakterisierung dienen kann), als es dem von Waldschmidt- Leitz 
und Mitarbeitern gefundenen Molekulargewicht von 2021 entsprach. 

Wie aus der vorstehenden Ubersicht iiber die angewendeten 
Fraktionierungsmethoden und die dabei auftretenden Méglich- 
keiten fiir einen Abbau des Clupeins hervorgeht, ist man nicht 
berechtigt, aus Unterschieden zwischen den dargestellten Frak- 
tionen auf das urspriinglich vorhandene Clupein zuriickzuschlieBen. 

Im folgenden experimentellen Teil werden im 

AbschnittA einige der angewendeten analytischen Methoden 
besprochen, worauf in 

Abschnitt B ein Darstellungs- und Fraktionierungsverfahren 
fiir Clupein beschrieben wird. Wie zu Beginn der Einleitung 
erwihnt, wurde bei dieser Untersuchung eine Arbeitsweise ein- 
geschlagen, welche soweit als méglich alle hydrolysierenden und 
abbauenden Eingriffe ausschlieBt, um damit zu erreichen, dab das 
Clupein wenn méglich unveriindert aus dem Ausgangsmaterial in 
die fertiggestellten Fraktionen eingeht. Daher ist sozusagen die 
ganze Praparation bei Temperaturen von 0° und darunter durch- 
gefiihrt worden. Wenn die Anwendung hoéherer Temperatur in 
einzelnen Fillen nétig war, so war dies immer auf kurze Zeit- 
riume beschrinkt, und die Temperatur hat 20° nie iiberschritten. 
Ferner wurde stets bei schwach saurer bis neutraler Reaktion 
gearbeitet. Zum Vergleich wurde ein Priparat nach der Methode 
von Schmiedeberg, Maleniik und Nelson-Gerhardt dar- 
gestellt. 

Im Abschnitt C werden eine Reihe von analytischen Daten 
der dargestellten Praparate gegeben. 


A. Analytische Methoden. 


1. Bestimmung des Wassergehaltes von Clupeinsulfat. Die 
Priparate wurden im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiure zu konstantem 


Gewicht getrocknet. 


2. Bestimmung von Nitrostickstoff. Der Nitrostickstoff wurde 
in pikrinsiurehaltigen Lésungen durch Titration mit Titantrichlorid be- 
stimmt, und zwar nach Knecht und Hibbert") mit den von Kolthoff 
und Robinson") angegebenen Anderungen. Oft waren Pikrinsiiure oder 
Pikrate in Mischungen von Aceton und Wasser gelést. Ein Kontroll- 
versuch zeigte, daB sich die Titration auch in diesem Falle durchfiihren 
lie8. Zu diesem Versuch wurde eine Lésung von 4,6326 g Pikrinsiure in 
400 cem Aceton verwendet. Bei der Titration von 2cem fand man 0,212 °/, 
Nitrostickstoff. Berechnet 0,212 °/, Nitrostickstoff. 
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38. Bestimmung von Totalstickstoff. In pikrinsiurefreien Lé- 
sungen wurde der Stickstoff nach der Methode von Kjeldahl! in der von 
Andersen und Norman-Jensen"’) angegebenen Modifikation bestimmt. 

Zur Bestimmung des Totalstickstoffes in pikrinsiiurehaltigen Lésungen 
ist die gewdhnliche Kjeldahl-Methode unbrauchbar, doch sind eine 
Reihe verschiedener Abiinderungen zu diesem Zweck ausgearbeitet worden. 
Diese sind zum Teil recht ungenau, und ihnen allen ist gemeinsam, dab 
die Ausfiihrung der Analyse ziemlich beschwerlich ist. Bei Anwendung 
von Titantrichlorid als Reduktionsmittel verliuft die Reduktion dagegen 
schnell und vollstindig, ohne daB die Kjeldahl-Methode dadurch wesent- 
lich kompliziert wird. Die Bestimmung wurde folgendermafen ausgefiihrt: 
Die Pikrinsiurelésung wird durch Zusatz von 0,5 cem konzentrierter Salz- 
siiure angesiiuert, worauf ein 75—100°/, iger Uberschu8 von Titantrichlorid- 
lésung (15°/,ige Handelsware) zugesetzt wird. Nach 3 Minuten ist die 
Reduktion vollstiindig und die Analyse wird weiterhin als gewéhnliche 
Kjeldahl-Bestimmung behandelt. Es entsteht ein unbedeutender Nieder- 
schlag von Titansiiure, der bei der spiiteren Destruktion und Destillation 
nicht stért. Bei der Analyse einer Pikrinsdiurelésung von 4,6724 g Pikrin- 
siure in 400 ccm, entsprechend 10,71 mg N in 5 ccm, erhielt man nach 
der Reduktion mit steigenden Mengen von Titantrichlorid (4,8 cem der 
15 °/, igen Losung ist die zur Reduktion theoretisch erforderliche Menge) 
folgende Resultate: 

Tabelle 1. 








ecm Titan- Gefunden Berechnet °/, des theore- 
trichloridlésung mg N mg N tischen Wertes 

10,22 | anac 10.71 - 

i ] >¢ c 6.! 

D ere 10,33 16,5 

75 10,64 * F 10,71 99. 

1,5 ree 10,65 99,4 

10,71 om 10.71 
10 10°74 10,73 si 100,1 











4. Hydrolyse und Bestimmung des Huminstickstoffes. 6 bis 
12 g Clupeinsulfat wurden durch 48 stiindiges Kochen mit 200—300 ccm 
20°/, iger HCl bei 123° hydrolysiert. Im itibrigen wurde die Hydrolyse und 
Bestimmung des Huminstickstoffes nach den Angaben von Linderstrem- 
Lang'*) vorgenommen. Es wurde nur sehr wenig Humin gebildet, wes- 
halb die Hydrolysate auch nur ganz schwach gefirbt waren. 

5. Bestimmung von Ammoniak im Hydrolysat. Hierzu 
wurde Linderstrem-Langs') Modifikation der Methode von van 
Slyke!) beniitzt. 

6. Bestimmung des Arginins. Arginin wurde durch Fillung mit 
Flaviansiure nach Kossel und Staudt**) und Wiagung des gefillten Ar- 
gininflavianates bestimmt. 10 ccm Hydrolysat mit einem Gehalt von 40 bis 
50 mg Argininstickstoff wurden mit 10 cem 5°/,iger Flaviansiurelésung und 
10 cem Wasser versetzt, worauf das Argininflavianat durch Reiben mit einem 
Glasstab zum Krystallisieren gebracht wurde. Nach 3tigigem Stehen bei 0° 
wird der Niederschlag in einen Jenaer Glasfiltertiegel abfiltriert, mit 10 ccm 
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*/aoo°/oiger Flaviansiiurelésung gewaschen und bei 106° zur Konstanz ge- 
trocknet. 10 ccm sind zum Auswaschen ausreichend, was auch von Kossel 
und Staudt angegeben wird. Der Endpunkt des Auswaschens kann dadurch 
bestimmt werden, da8 zwei nacheinander entnommene Proben des Filtrates 
gleiche Farbstirke zeigen. Bei weiterem Waschen des Niederschlages geht 
etwas Argininflavianat in Lésung, wie folgender Versuch zeigt: 

Bei Bestimmung des Arginins in Fraktion 4, deren Darstellung spiiter 
besprochen werden soll, wurden 90,8°/, des Totalstickstoffes als Arginin- 
stickstoff befunden. Das Argininflavianat wurde mit 30 cem 1/499 °/, iger 
Flaviansiiure auf dem Filter aufgeschliimmt und damit 1'/, Stunden bei 20° 
stehen gelassen. Bei neuerlicher Filtration und Trocknung wurden nunmehr 
nur 89,2°/, gefunden. Im Filtrat wurde das Arginin wie oben bestimmt und 
das hierbei ausgefillte Argininflavianat gab zusammen mit dem beim Waschen 
zuriickgebliebenen einen Arginingehalt von 90,5°', (vor dem Waschen 90,8 °/,). 
Dieses Auswaschen wurde 2 mal wiederholt, wobei folgende Resultate er- 
halten wurden: 

Tabelle 2. 























Arginin-N als °/, vom Total-N 
Nach dem Waschen | 
Nach dem + aus dem | Vor dem 
Waschen Waschwasser zuriick- | Waschen 
gewonnenem Arginin | 
1. Waschung 89,2 | 90,5 90,8 
2. ad 86,9 | 88,9 | 89,2 
3. ; 84,9 | 86,8 | 86,9 





Wie die Tabelle zeigt, wird der Gewichtsverlust beim Auswaschen 
durch Lésen von Argininflavianat verursacht, da dieses gréBtenteils aus der 
Waschfliissigkeit zuriickgewonnen werden kann. Der fehlende Anteil an 
Argininflavianat ist in Lésung verblieben, was aus Volumen, Flaviansiiure- 
konzentration und Léslichkeit des Argininflavianates [Kossel und Gross *})| 
abgeschitzt werden kann. Das gefiillte Argininflavianat enthielt keine an- 
organischen Bestandteile, was die von Felix und Dirr®) besprochene Gefahr 
der Ausfillung von Calciumflavianat hier gegenstandslos macht; es ist daher 
auch nicht notig, die Fallungen in so diinnen Lésungen vorzunehmen, wie 
Felix und Dirr es beschreiben. Die Angaben dieser Verfasser iiber den 
Arginingehalt miissen auf Grund des Calciumgehaltes und mangelhafter 
Ausfillung des Arginins aus den stark verdiinnten Lésungen als ziemlich 
unsicher betrachtet werden. 


B. Darstellung und Fraktionierung. 


Die Spermamasse wurde aus frischen Testikeln von im Sep- 
tember und Oktober gefangenen Heringen dargestellt; das Sperma 
ist zu dieser Zeit ausgereift. So schnell als méglich nach dem 
Fang der Heringe wurden die Testikel in Eis verpackt und in 
Portionen von 20 kg an das Laboratorium gesendet, wo deren 
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Verarbeitung 1—11/, Tage nach dem Fang beginnen konnte. 
Sofort nach der Ankunft wurden die Testikel gespiilt und von 
oberflichlichen Verunreinigungen befreit und Stichproben wurden 
zur Kontrolle des Reifungsgrades mikroskopisch untersucht. Dann 
wurden die Testikel durch eine Fleischmaschine getrieben, wonach 
je 2,5 kg der feinverteilten Masse +/, Stunde mit 9 Liter Wasser 
und soviel Eis geschiittelt wurden, da die Temperatur stets 0° 
war. Bei dieser Temperatur wurde auch die weitere Sperma- 
verarbeitung vorgenommen, abgesehen von einzelnen, spiter zu 
beschreibenden Operationen. Die Spermatozoenaufschliimmung, die 
eine milchige Fliissigkeit darstellte, wurde durch Mull filtriert 
und unter kriftigem Riihren mit Essigsiiure versetzt, bis deren 
Konzentration etwa ?/,,n war (100 ccm 5 n-Essigsiure), wobei sich 
die Spermatozoen etwas zusammenballten. Nachdem alle 20 kg 
auf diese Weise behandelt worden waren, wurden die Spermato- 
zoen abzentrifugiert und darauf mit 30 Liter schwach essigsaurem 
Wasser angeriihrt. Der Niederschlag wurde wiederum abfiltriert, 
bei 20° in 30 Liter Alkohol aufgeschlammt und damit 24 Stunden 
stehen gelassen. Nach dem Filtrieren wurde der Niederschlag 
nochmals mit 30 Liter Alkohol gewaschen und sodann auf dieselbe 
Weise 2mal mit je 20 Liter Ather behandelt. SchlieBlich wurde 
das Sperma im Exsiccator unter Durchleiten von trockener Luft 
getrocknet. Im ganzen wurden 200 kg Testikel verarbeitet, die 
eine Ausbeute von 24 kg getrockneter Spermamasse ergaben. 
Zur Darstellung des Clupeins aus der Spermamasse wurde 
diese mit Salzsiure extrahiert. Um die Wirksamkeit dieser Ex- 
traktion mit der durch CuCl, und H,SO, zu vergleichen, wurden 
nach allen 3 Methoden Extrakte bereitet und die Gesamtmenge 
des ausgezogenen Stickstoffes bestimmt. Beim Ausziehen von 100 g 
Spermamasse mit einer Lésung von 100 g CuCl, in 1000 ccm 
Wasser durch 67 Stunden bei 40° und darauffolgendem Waschen 
mit Wasser wurden 5,86 g N extrahiert; bei einer Wiederholung 
der Operation 0,20 g N. Nach Kossels Methode wurden 100 g 
Spermamasse 1/, Stunde lang mit 500 ccm 1°/,iger H,SO, ge- 
schiittelt und darauf mit 200 ccm Wasser gewaschen. Bei 5 maliger 
Wiederholung wurden im ganzen 3,06 g Stickstoff extrahiert. Bei 
5 Extraktionen mit 0,2n-HCl bei 20° wurden dagegen 5,89 g N 
und bei 0° 5,06g N ausgezogen, also bedeutend mehr als bei der 
Schwefelsiuremethode. Schmiedebergs Kupferchloridmethode 
lieferte nur etwa dieselbe Ausbeute, obgleich sie bedeutend weniger 
schonend ist als die Salzsiureextraktion. Ferner werden bei der 
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letzteren etwa 90°/, des Stickstoffes bei den zwei ersten Extrak. 
tionen ausgezogen, nach der Schwefelsituremethode dagegen nur 
etwa 50°/,. Zur ersten Extraktion diente 0,27 n-HCl, zu den 
Wiederholungen 0,2 n-HCl, da bei der Bestimmung der freien 
Siure in den Ausziigen gefunden wurde, daB infolge der Bindung 
von Salzsiure der erste Auszug hierbei 0,2 n wird; in den fol- 
genden Ausziigen ist die Salzsiiurebindung dagegen wesentlich 
schwiicher. 

1 kg Spermamasse wurde bei 0° 45 Minuten lang durch Auf- 
schlammen in 10 Liter 0,27 n-HCl unter kraftigem Riihren extra- 
hiert. Die Salzsiiure wurde vorher auf 0° abgekiihlt, ebenso wie 
auch alle im folgenden besprochenen Operationen, wenn nichts 
anderes angegeben ist, bei 0° ausgeftihrt wurden. Der Niederschlag 
wurde nach Zusatz einiger T'ropfen Octylalkohol auf der Nutsche 
abgesaugt und wiederum 45 Minuten lang mit 10 Liter 0,2 n-H(| 
extrahiert. Vor dem Aufschlimmen des Niederschlages im ganzen 
Volumen wurde er stets sorgfiltig mit einem kleinen Teil der 
Salzsiure angerihrt; unterlift man dies, so ist die klebrige Masse 
nur schwer durch gewoéhnliches Riihren zu verteilen, und die 
Extraktion bleibt unvollstiindig. Die ganze Operation wurde noch 
2mal wiederholt, wobei praktisch gesprochen alles unter diesen 
Bedingungen extrahierbare Protamin aus der Spermamasse ge- 
wonnen wurde. Die Extrakte enthielten im ganzen 50,6 g Stickstoff. 

Gleich nach dem Abschlu8 der Extraktion wurden alle Ex- 
trakte vereinigt und bei 0° mit m/8-Natriumpikrat gefillt. Die 
Pikratlésung wurde nicht vorher auf 0° gekiihlt, da das Pikrat 
dabei zu krystallisieren beginnen wiirde. Die Fallung wurde unter 
kraftigem Umrihren vorgenommen und so lange Natriumpikrat 
zugesetzt, bis eine filtrierte Probe bei weiterem Pikratzusatz klar 
verblieb. Nach Stehenlassen durch einige Stunden wurde der 
Niederschlag abgenutscht, bei 20° in 2 Liter Wasser verriihrt, das 
ein wenig Natriumpikratlésung enthielt und darauf das Pikrat 
wieder bei 20° abfiltriert. Filtrate und Waschwasser wurden ver- 
worfen. Bei einigen Vorversuchen zeigte es sich, daB nicht aller 
ausgezogene Stickstoff mit Pikrat gefallt wurde; etwa 5°/, blieben 
in Lésung und wurden mit dieser verworfen. Dieser Stickstofi 
stammt jedoch im wesentlichen sicher aus stickstoffhaltigen Ver- 
bindungen von anderer Art als Clupein. 

Zur Fraktionierung des Clupeins wurden Lésungen von Clupein- 
pikrat in Aceton+Wassermischungen mit 67°/, Aceton verwendet, 
indem man sich die Tatsache zunutze machte, daB die Léslichkeit 
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des Pikrates in wiBrigem Aceton mit steigender Temperatur wichst, 
so daB das Clupeinpikrat in einer passend konzentrierten, bei 20° 
hergestellten Lésung durch Stehenlassen bei 0° in einen leichter 
und einen schwerer léslichen Teil fraktioniert werden kann. Der 
bei 0° lésliche Teil wird sodann durch Stehenlassen bei — 11° 
weiter fraktioniert. Die Durchfiihrung der Fraktionierung geht in 
Kinzelheiten hervor aus dem Fraktionierungsschema und der unten 
folgenden Besprechung einiger Phasen der Fraktionierung. Das 
Schema enthilt auBer der schematischen Darstellung des Fraktio- 
nierungsverlaufes und den Nummern der einzelner. Stufen Angaben 
iiber das in jedem einzelnen Fall zur Lésung oder Aufschlammung 
verwendete Acetonvolumen. Es wurde iiberall eine Aceton-Wasser- 
mischung mit 67°/, Aceton beniitzt. Die Temperatur bei der 
Herstellung aller Lisungen und Aufschlimmungen war 20°. In 
allen Fiillen, wo die beim Lésen der Niederschlige erhaltenen 
Lésungen unklar waren, wurde filtriert. Alle Lésungen und Fil- 
trate wurden bei 0°, und, wenn hierbei kein Niederschlag ausfiel, 
bei — 11° stehen gelassen. Welche dieser Temperaturen im Einzel- 
fall Fraktionierung herbeifiihrte, geht aus dem Schema hervor. 
Alle Dekantierungen wurden bei der Temperatur vorgenommen, 
die die Lésung zur betreffenden Zeit hatte. Bei 0° dargestellte 
Dekantate wurden stets durch Stehenlassen bei — 11° weiter zu 
fraktionieren versucht. Volumen und Gehalt an Clupein-N ist fiir 
jedes Glied der Fraktionierung angegeben, wenn es sich um eine 
klare, analysierbare Lisung handelte. Clupein-N wurde hierbei 
als Differenz von bei der Analyse gefundenem Total-N und Pikrin- 
siiure-N nach den im Abschnitt A angegebenen Methoden bestimmt. 
Wie aus dem Schema hervorgeht, ist die angefiihrte Summe der 
Stickstoffgehalte nach der Fraktionierung kleiner als vorher auf 
Grund der zu den Analysen entnommenen Proben. 

Das Pikrat(P,) wurde bei 20° durch starkes Rithren 3 Stunden 
lang in 3750 ccm verteilt. Diese Acetonmenge war bei weitem 
nicht ausreichend zur Lisung des Niederschlages, aber einige Vor- 
versuche hatten gezeigt, daB das Pikrat durch Aufschlimmen und 
teilweises Liésen in Aceton mit darauffolgendem Fallen durch 
Stehenlassen bei —11° zu einem Ol umgewandelt wird, das in 
Aceton viel leichter léslich ist als der amorphe Niederschlag. 
Die tber dem Ol stehende Flissigkeit (D,) dekantierte etwas unklar 
und das Dekantat wurde daher filtriert. Der Niederschlag (N3,) 
war indessen so spirlich, das er unméglich aufzuarbeiten war, 
und wurde daher verworfen. Der Niederschlag (N,) wurde wiederum 
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5 Stunden lang bei 20° durch Riihren in 3750 ccm aufgeschlammt 
und man erhielt wie friiher ein Dekantat (D,) und einen Nieder- 
schlag (Ns,). Dieser war nun vollstiindig élig und léste sich fast 
vollig in 1500 ccm im Laufe einer Stunde, obwohl diese Aceton- 
menge weit geringer ist, als sie zur Lésung des Pikrates (P,) er- 
forderlich sein wiirde, auch nach Abzug der Clupeinmenge (4,11 g N), 
die in den Dekantaten (D,) und (D,) enthalten ist. Durch Filtrieren 
gewann man ein klares Filtrat (f,) und einen Niederschlag (N,), 
der butterihnlich und im ganzen von vollig anderem Charakter 
war, als die tibrigen Pikrate. Das Filtrat (F,) und das Dekantat 
(D,) enthielten, wie sich bei der Analyse zeigte, wesentlich mehr 
Pikrinsiiure, als dem Clupein entsprach, so daB die Schwierig- 
keiten beim Lésen des amorphen Pikrates vielleicht dadurch erklirt 
werden kénnen, daB der Lisungsvorgang durch mitgefiillte Pikrin- 
siure gehemmt wird, welche mit den beiden Dekantaten entfernt 
wurde. Die eigentliche Hauptfraktionierung, die mit dem Filtrat 
(F,) (Stickstoffgehalt 39,25 g) beginnt, geht aus dem Schema hervor 
und soll nicht naher besprochen werden. In (Nga), (D,,) (Nj) 
(No.) und (Ng,) entstanden bei —11° geringe Niederschlige, jedoch 
in so kleinen Mengen, da eine fortgesetzte Fraktionierung un- 
moéglich gewesen wire, weshalb die Niederschlige wieder bei 0° 
in Lésung gebracht wurden. Die Filtrate (F,), (F,), (F,) und (F,) 
wurden durch Filtrieren von Aufschlimmungen der Niederschlige 
(N,), (Nov), (Nea) und (N7q) in den im Schema angegebenen Aceton- 
mengen dargestellt. Die Aufschlammung geschah bei 20° und 
unter kriftigem, 10—48 Stunden langem Riihren. Die darautf 
folgende Filtration dauerte etwa 20 Stunden. Der Niederschlag 
(Nsq) wurde verworfen, da er nach den erwahnten Aufschlimmungen 
in noch héherem Grad als (N,) ein fiir Clupeinpikrate unnormales 
Aussehen besaB, und da beim Aufschlammen nahezu kein Stick- 
stofi in Lésung ging. 

Wie aus dem Schema 8. 108/109 hervorgeht, wurden bei der 
Fraktionierung 21 Lésungen hergestellt. Da diese groBe Anzahl und 
der verhiltnismaBig geringe Clupeingehalt der einzelnen Lésungen 
eine weitere Untersuchung der Fraktionen vereitelt haben wiirden, 
wurden die Liésungen, denen man nach dem Fraktionierungs- 
schema gleichartige Eigenschaften zuschreiben konnte, vereinigt, 
und zwar in der in Tab. 3 angegebenen Weise. Hier ist auBerdem 
der Clupein-N-Gehalt der dargestellten Fraktionen angefiihrt. 

Die Clupeinpikratlésungen wurden mit einem aus den Analysen 
berechneten kleinen Uberschu8 von Salzsiiure versetzt, und mit 
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Riicksicht auf die im folgenden besprochene Extraktion der Pikrin- 
siiure mit Ather und soviel Aceton im Vakuum abdestilliert, daB 
das Pikrat eben noch bei 0° in Lésung blieb. Die Vorlage wurde 
hierbei auf — 15°, der Kochkolben auf 8—10° gekiihlt. Es ge- 
lang auf diese Weise, die Destillation bei + 1° vorzunehmen. 


Tabelle 3. 




















" A aCeldeaiiihlias 
Nummern der vereinigten g Clapein-I 
Lésungen 
Fraktion 1 F, + D, 4,11 
” 2 De, > D,, 1,27 
om 3 D,, + N,, + Dy, 8,25 
a 4 N,, + Do, + Dio 5,04 
” 5 Ds, + Da, + Nio 7,21 
- 6 D,, + No, 7,37 
m 7 D,, + Ng, 1,25 
- 8 N,, + F, + F, + Fs 2,90 


Die Atherextraktion wurde in einem 2 Liter-Apparat zu konti- 
nuierlicher Extraktion nach Schacherl vorgenommen (geliefert 
von Paul Haack, Wien), der mit einer iiber dem Extraktions- 
behilter angebrachten Brause und einer darunter angebrachten 
Schale versehen wurde. Mit Hilfe dieser Vorrichtung und einer 
Stempelpumpe wurde eisgekiihltes Wasser zirkulierend iiber die 
AuBenwand des Extraktionsbehilters geleitet und die Clupein- 
lésung wihrend der Extraktion auf + 1—2° gehalten. Da das 
Aceton wihrend der Extraktion vom Ather gelist und in den 
Kochkolben mitgefiihrt wurde, war es notwendig, den Ather in den 
Kochkolben nach einiger Zeit zu erneuern. Jede Extraktionspartie 
von etwa 1?/, Liter war nach etwa 16—24 Stunden von Pikrin- 
siure befreit. Durch Analyse des Inhaltes der Kochkolben wurde 
konstatiert, daB kein Clupein bei der Extraktion mitgerissen wird; 
der Total-N- und Pikrinsiure-N-Gehalt des Extraktes waren gleich. 
Nur bei der Extraktion der Fraktion 8 trat ein geringes MitreiBen 
von Clupeinstickstoff ein, was mit den iibrigen Erfahrungen iiber 
die Kigenschaften dieser Fraktion iibereinstimmt. 

Die bei der Pikrinsiiureextraktion erhaltenen Clupeinchlorid- 
lésungen wurden wiederum zu den 8 Fraktionen vereinigt und die 
wiBrigen Lésungen von den Atherschichten in einem Scheide- 
trichter getrennt. Der in der Wasserschicht geléste Ather wurde 
durch einen Strom kalter Luft, der iiber die zwecks VergréSerung 
der Oberfliche in flache Schalen gegossene Lisung geblasen wurde, 
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(Dg,) De- (Ne,) Nieder- (Dg,) De- 
kantat. schlag. Geldst kantat. Stehen 
Vol.: in 600 ccm. gelassen bei 
1870 ccm, Stehen gelass. =+11°% Vol.: 
4,36 ¢ N bei + 11°. 1700 ccm, 
Vol.: 730 ccm, 15,62 g N 
5,32 ¢ N 
(D,,) De- (N;,) Nieder- (D;,) De- (N,,) Niederschl. 
kantat. schlag. Gel. in kantat. Gel. in 600 ccm. 
Vol.: 300 cem. Steh. Vol.: Stehen  gelassen 
655 ccm, gelassen bei 1520 ccm, bei 0° Vol: 
291g N +11° Kein 4,84g N  730ccem, 10,01gN 
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Vol.: 390 ccm, (Dg,) De- (N,,) Nieder fF (Dz 
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gelassen in 600 ccm f 1 
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Vol.: 650 ecm, bei +11". 3, 
3,42 ¢ N Vol.: 750 con ¥ 
6,22 g N 
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Vol: in 800 cem, Vol.: 800 cer 
600 ccm, Stehen gelass. 700 ccm, gelasse: 
1,34 ¢ N bei +-11°. 1,50 g N Vol: 3 
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— —— 
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750 cen, fM/eStehen gelassen bei + 11° 
(N,) Niederschlag. Aufgeschlimmt in 3750 ccm. 
Stehen gelassen bei +11° 
(N,,) Niederschlag. 
Gelist in 1500ccm, Triibe 
(N,) Niederschlag. 
Aufgeschliimmt in 1500 cem 
(N,,) Niederschlag. (fF) Filtrat. Steh. (N;,) Niederschi. 
Gelést in 1500 ccm. gelassen b. + 11°. Aufgeschlimmt 
Stehen gelassen bei 0°. Vol.: 1480 cem. in 600 ccm 
29,50 g N 3,38 ¢ N 
(Ng,) Niederschl. (D,,) De- (N,,) Nieder- (4) Fil- (Nga) Nieder- 
Gelést in 600 cem. kantat. schlag. Gel.in trat. Vol.: schlag. Aufge- 
Stehen gel. bei 0°. Vol.: 300 cem. Steh. 790 ccm, — schlimmt in 
Vol.: 940 ccm, 1350 ccm, gelassen bei 0,38 g N. 600 ccm 
12,90 g N 109¢ N +11°% Kein 
Niederschlag. 
Vol.: 385ccm, 
2,29 ¢ N 
(D,,) Dekant. (N,,) Niederschlag. (F,) Fil- (N,q) Nieder- 
Stehen gel. bei Gelést in 600 ccm. trat. Vol.: schlag. Aufge- 
i +i". V¥ei.: Stehen gelassen bei 430 ccm, schlimmt in 
885 ccm, = 11° Vol.: 0,12 ¢ N 600 ccm 
' 9,31 ¢N 850 ccm, 3,29 ¢ N 
Nieder- Ff (Dg) De- (Ng,)Niederschl. (D,,) De- (Ng,) Niederschl. Gel. (Fs) Fil- (Nga) Nieder- 
 Gelistf kantat. Gel. in 300 ccm. kantat. in150ccm. Stehen ge- trat. Vol.: schlag. Ver- 
0 ccm. F Vol.: Stehen gel. bei Vol.: lassen bei +-11°. Es 500 ccm, worf., da der 
gelass 805 cem, + 11°. Vol: 800 ccm, _entstand nur ein ganz 011g N  Niederschl. zu 
+11. f 303g N 485cem,5,84gN 2,91¢ N_ spiirl. Niederschlag spirlich und 
50 con. F (flockig). Vol.: v. ganz ander. 
}g N 185 ccm, 0,16 g N Charakter war 
als d. iibrigen 
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Vol.: 400 ccm, 4,46 g N 
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vom Ather befreit, Beim Verdampfen wird so viel Warme ge- 
bunden, daB sich die Lésung auf einer Temperatur von etwa 
10° halt. 

Nach Abkihlung auf 0° wurde die Liésung von etwaigen 
Verunreinigungen abfiltriert und mit dem 3 fachen Volumen 96°/,- 
igen, vorher auf 0° gekiihlten Alkohols gemischt. Das Clupein- 
sulfat wurde unter kriftigem Riihren durch langsames Zutropfen 
von 2 n-Schwefelsiure gefillt. Hierbei bildet sich zuerst eine 
milchige Flissigkeit, die durch Zusatz eines kleinen Uberschusses 
von Schwefelsiiure und Stehenlassen bei 0° unter regelmifigem 
Umrihren zum Ausflocken gebracht wurde. Der Niederschlag 
wurde abfiltriert und durch Lésen in Wasser von 20° und Zu- 
satz von 3 Volumina 96°/,igem Alkohol und ein wenig Schwefel- 
siure umgefillt. Nach dem Abfiltrieren wurde der Niederschlag 
mit absolutem Alkohol und darauf mit wasserfreiem Ather be- 
handelt und endlich iiber Schwefelsiiure im Vakuumexsiccator 
getrocknet. Auf diese Weise wurden die Clupeinsulfate aus allen 
Fraktionen dargestellt. Bei der Analyse der Filtrate zeigte es 
sich, da die Sulfatfaillung mit Verlusten verbunden war, indem 
die alkoholischen Filtrate etwas Stickstoff enthielten. Dies war 
besonders bei den Fraktionen 1, 2, 7 und 8 der Fall. Bei der 
Fraktion 8 war die Sulfatfaillung sogar so unvollstandig, daB die 
Flissigkeit nur schwach triibe wurde und die Darstellung des 
Sulfates daher unterbleiben muBte. Diese Triibung stand in gar 
keinem Verhiltnis zur vorhandenen, aus den Angaben der Tab.3 
berechneten Stickstoffmenge, selbst nach Abzug des bei der Ather- 
extraktion entfernten Stickstoffanteiles. Dieser Verlust mu8 darin 
begriindet sein, daB der Stickstoff in Verbindungen vorliegt, die 
in Alkohol von der erwihnten Konzentration nicht schwerléslich 
sind und also kaum Clupein oder diesem nahestehende Verbin- 
dungen sein kénnen. Wie aus Tab. 3 hervorgeht, wurde Fraktion 8 
aus Liésungen dargestellt, die aus Pikraten stammten, deren Aus- 
sehen von dem fiir Clupeinpikrate normalen abwich. Beziiglich 
der Mengen der einzelnen Fraktionen und der Verluste bei deren 
Darstellung sei im iibrigen auf Abschnitt C, Tab. 4 verwiesen. 

Zum Vergleich der im vorhergehenden besprochenen Salz- 
siureextraktionsmethode mit den weniger schonenden Darstellungs- 
weisen wurde ein Priparat nach der Cuprichloridmethode dar- 
gestellt, und zwar im wesentlichen in der Form, die u. a. von 
Waldschmidt-Leitz, Ziegler, Schaffner und Weil?*) beniitzt 
worden ist. Die zur Extraktion beniitzte Spermamasse war jedoch 
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nach der oben besprochenen Methode und also nicht ganz nach 
den Angaben von Waldschmidt-Leitz dargestellt. 500g Sperma- 
masse wurden durch 72 Stunden bei 40° mit einer Lésung von 
500 g CuCl, in 5 Liter Wasser extrahiert. Nach dem Abfiltrieren 
und Auswaschen des Niederschlages wurde das Protamin mit m/8- 
Natriumpikrat gefallt. Sodann wurde das Protaminpikrat abfiltriert, 
mit pikrathaltigem Wasser gewaschen und in 67°/,igem Aceton 
gelést. Die Lésung wurde filtriert, mit 96°/,igem Alkohol auf 
das doppelte Volumen verdiinnt, und das Sulfat durch Zutropfen 
von 2 n-Schwefelsiure ausgefillt. Das Sulfat mufte zur vdélligen 
Befreiung von Pikrinsiiure 3 mal umgefillt werden, worauf es mit 
absolutem Alkohol und wasserfreiem Ather gewaschen und im 
Vakuumexsiccator getrocknet wurde. 

Kine Behandlung mit Pepsin wurde nicht vorgenommen, da 
man hierbei leicht Stoffe unkontrollierbarer Herkunft einfiihren 
kann, und da man kaum ausschlieBen kann, dab das Pepsin 
schwach abbauend auf Clupein einwirkt. In der Literatur wird 
allerdings angegeben [z. B. Kossel und Mathews?”’)|, daB Clupein 
iiberhaupt nicht von Pepsin angegriffen wird; da aber diese Unter- 
suchungen gering an der Zahl und ziemlich alt sind, kann man 
nicht sicher sein, daB deren Resultate durch eine Nachpriifung 
mit moderner Methodik bestitigt werden wiirden. 


C. Analytische Untersuchung der Fraktionen. 


Die so dargestellten Clupeinsulfatpriparate wurden nach den 
im Abschnitt A besprochenen Methoden auf Wasser, Asche, 
Total-N und Schwefelsiure analysiert. Die Resultate dieser Analysen 
samt dem auf wasser- und aschefreies Clupeinsulfat berechneten 
Gehalt an Total-N und Schwefelsiure und dem auf wasser-, asche- 
und schwefelsiiurefreies Clupein berechneten Gehalt an Total-N 
sind in Tab. 4 wiedergegeben. Ferner findet man in Tab. 4 die 
aus jeder Fraktion dargestellte Clupeinsulfatmenge sowie deren 
Totalstickstoffmenge angefiihrt. Die letzte Kolonne der Tabelle 
zeigt den Verlust bei der Darstellung der Clupeinsulfate aus den 
Clupeinpikratlésungen. Wie schon in Abschnitt B erwihnt, trat 
bei Fraktion 8 ein Teil dieses Verlustes bei der Atherextraktion 
ein, wahrend der Rest dieser Fraktion bei der Sulfatfillung in 
den Alkoholfiltraten gelést verblieb. Auch bei der Darstellung 
der Fraktion 7 war der Verlust groB, was ebenso wie bei Frak- 
tion 8 dadurch erklirt werden kann, daf sie aus einem recht ab- 
normalen Pikrat (N,) dargestellt wurde. Die Verluste bei den 
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Tabelle 4. 
o Telo.a 
a) Fe | SS -_ , 
& S/s's|f28 i b- 
>» |sv2zl_ e213 Zi1~ 415 
3 12 [2 -6-8 0-0-8 0 oe ee eo : 
& 3 oe = SSSR S315, & HS poe ]a 
a — ia a : is 2, alo et ajedgs 2 3 : 
° = > eff off .of] © _o ,si2es ae fle 2s wls 
‘3 a ftos | ms |4 ola | som |S FR] sa 2's] 2 8 a |e 
a | wd Te? dag 3 eS s2O]:se#Ol]s-,@ alo 2 fe S/* 
oe ® Saelealso ale a a a & HO Sta Salo kis 
he Sy nem imal aaa ae a5 2ia°*s AVE D= oe 
fy 5B ia 2 a a FS ISssesl a4 OS] 4 ele 
oy A (ASSES lZes | Ye [Sez 
3 "2 3 $8 Suc = |R ce 
& 8] S3ife8 SP Be | 
1 | 9,879 | 2,28 | 2,62 | 22,57] 20,17] 23,73 | 21,21 | 30,12 | 2,23 | 4,11 
2 | 13,904 | 6,43 | 0,26 | 21,99] 18,65] 23,57 | 19,98 | 29,46 | 3,06 | 7,27 
3 | 31,161 | 1,52 | 0,25 | 23,09] 19,46] 23,51 | 19,81 | 29,32 | 7,20 | 8,25 
4 | 10,365*)| 1,22 | 0,07 | 23,26 | 20,04] 23,56 | 20,30 | 29,56 | 2,41*)] 5,04 
5 | 27,985 | 1,10 | 0,14 | 23,74] 19,79] 24,04 | 20,04 | 30,07 | 6,64 | 7,21 
6 | 27,844 10,99]0 | 23,56] 20,05] 23,80 | 20,25 | 29,84 | 6,56 | 7,37 
7 1,542 | 4,01] 0 21,76 | 19,28 | 22,67 | 20,09 28,37 0,34 | 1,25 
+) 1104,8 1,12 | 0,27 | 22,20] 19,75] 22,51 | 20,08 | 28,15 



































Fraktionen 1 und 2 sind etwas geringer, erreichen aber doch etwa 
50°/,. Hier konnte jedoch ein eventuelles abnormales Aussehen 
des Pikrates infolge dessen grober Léslichkeit nicht konstatiert 
werden. Die Verluste bei der Darstellung der Fraktionen 3—6 
waren verhiltnismiBig gering, was zu erwarten war, da diese 
Fraktionen das reinste Clupein enthalten miissen. 

Im iibrigen ist es nicht méglich, auf der Grundlage der in 
Tab. 4 angefiihrten Resultate etwas iiber die Unterschiede zwischen 
den Fraktionen auszusagen, welche dagegen aus den Arginin- 
bestimmungen der Tab. 5 deutlich hervorgehen. 

Tab. 5 enthalt die zur Hydrolyse angewendete Clupeinsulfat- 
menge, die bei der Hydrolyse gebildeten Mengen von Humin-N 
und Ammoniak, den Totalstickstofigehalt des Hydrolysates, alles 
bestimmt nach den im Abschnitt A besprochenen Methoden. In 
der vorletzten Kolonne der Tabelle findet man die Resultate der 
Argininbestimmungen. Sic sind die Mittel aus je 3 Bestimmungen 
und zeigen, daB die Menge des Argininstickstofies in den friiher 
erwihnten Mittelfraktionen 3—6 ungefihr gleich ist, dagegen etwas 
niedriger in den Fraktionen 1, 2 und 7. Nur 87,2°/, des Total- 
stickstoffgehaltes der Fraktion 7 sind Argininstickstoff. Da diese 





*) Die Clupeinsulfatmenge der Fraktion 4 ist zu klein, da etwa die 
Hilfte durch ein MiBgeschick verloren ging. 
**) Nach der CuCl,-Methode dargestelltes Clupein. 
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Tabelle 5. 
ees > mar ee ee eee ee ee ee 
x Z y . ee a | ae OS 
282/13 |2 _S/2 S|23| Arcinin [833 2 
aso le |Sicishcitc| aby eos 
OER = S Sig Sis aec's 
Beam im |e mls 1s 3 des g.55 & 
BA. < A] Total-N | 3 
ee Se re a*2 
88,9 
Fraktion 1 6,0006 | 1,1 | 1352,7 | 16,3 | 1,2 es0 [089 2,0 
88,9 
90,6 
> = 6,0004 | 0,3 | 1320,8 | 14,2 | 1,1 | 89,9$90,0] 2,8 
89,5 
nei | 
»  & 12,0007 | 6,1 | 2704,3 | 19,8 | 0,7 | 91,1$91,1 | 2,6 
91,1] 
91,0 
— 6,0001 | 0,2 | 1368,3 | 11,1 | 0,8 | 90,6$90,8 | 2,5 
90,8 
91,9 
a: -% 12,0005 | 5,9 | 2805,3 | 19,6 | 0,7 ona] 6 2,7 
91,5 
91,8 
a. 12,0005 | 3,0 | 2791,2 | 19,6 | 0,7 | 91,7'91,7] 2,8 
91,6 
7,1 
ate 1,0000 | 0,1 | 2081] 2,7 | 1,3 | s76$s7,2 | 4,7 
86,8 
Nach der CuCl,- | 91,2 
Methode darge- |; 12,0002 | 5,8 | 2657,8 | 22,7 | 0,9 | 91,87 91,5 2,7 
stelltes Clupein | 91,6 























Unterschiede wesentlich gréBer sind als die den einzelnen Arginin- 
bestimmungen anhaftenden Fehler, geht aus ihnen die Verschieden- 
heit der dargestellten Fraktionen deutlich hervor. Dies deutet 
zusammen mit der Verteilung der Verluste bei der Sulfatdarstellung 
darauf hin, da® der geringe Arginingehalt der duferen Frak- | 
tionen durch Verbindungen verursacht wird, die von den Mittel- 

fraktionen verschieden sind und wabirecheinlioh den Ubergang 
zu den Verbindungen bilden, die bei der Sulfatdarstellung im 
Alkohol gelést blieben. Das nach der CuCl,-Methode dargestellte 
Priiparat hatte einen Argininstickstofigehalt von 91,5°/,, wahrend 
Waldschmidt-Leitz, Ziegler, Schiffner und Weil!) fiir 
2 Priiparate von verschiedenem Reinheitsgrad 88,9°/, und 88,2°/, 
angeben. Dieser Gegensatz muB entweder darin begriindet sein, 
daB das von Waldschmidt-Leitz verarbeitete Heringssperma 
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einen anderen, wahrscheinlich geringeren Reifungsgrad hatte, als 
das in dieser Arbeit beniitzte, oder darin, daB das von ihm dar- 
gestellte Clupein eventuell bei der Darstellung des Spermas oder 
bei der schon friiher besprochenen Reinigung des Clupeinsulfates 
mit Pepsin schwach abgebaut worden ist. 

Aus den auf Grundlage der Argininbestimmungen perech- 
neten Zahlen der letzten Kolonne der Tab. 5 geht. hervor, daf 


in den Fraktionen 3—6 etwa 2,5—2,8 Molekiile Arginin auf 


jedes Molekiil Monoaminosiure kommen, wihrend die Hypothese, 
daB das Clupeinmolekiil durch Verkettung von Clupeonen auf- 
gebaut sei, ein Verhiltnis von 2 Molekiilen Arginin pro Molekiil 
Monoaminosiure erfordern wiirde. Nimmt man mit Wald- 
schmidt-Leitz an, daB8 das Clupeinmolekil 5 Monoaminosiiure- 
reste enthilt, so muB es nach den obenerwihnten Bestimmungen 
12,5—14,0 Argininreste enthalten, von denen 3—4 der Hypothese 
nach iiberschiissig sind und auf andere Weise untergebracht 
werden miissen. 
Ergebnis. 

Es wurde eine Darstellungs- und Fraktionierungsmethode 
fiir Clupein ausgearbeitet, die schonender ist als die bisher 
angewendeten. Zur Vermeidung von Hinwirkungen, die hydroly- 
sierend und abbauend auf das Clupein wirken kénnten, wurde 
soweit als méglich bei Temperaturen von 0° und darunter und 
bei schwach saurer Reaktion gearbeitet. Konnten ausnahmsweise 
héhere Temperaturen, doch nie mehr als 20°, nicht vermieden 
werden, so war deren EKinwirkungszeit nur kurz. 

Das Clupein wurde aus der Spermamasse durch Extraktion 
mit verdiinnter Salzsiure gewonnen und mit Natriumpikrat gefillt. 
Das Clupeinpikrat wurde in 67°/, igem Aceton gelést und sodann 
durch stufenweise Wiederausfillung des Pikrates bei 0° und 
— 11° die Fraktionierung vorgenommen. Nach Zusatz von Salz- 
siiure wurde mit Ather extrahiert und das Clupeinsulfat aus den 
Clupeinchloridlésungen durch Zusatz von Schwefelsiure und Al- 
kohol gefillt. Wahrend der ganzen Priparation wurde die Ver- 
teilung des aus der Spermamasse extrahierten Stickstoffes ana- 
lytisch verfolgt. 

Zur Bestimmung des Totalstickstoffes in Lésungen, die aufer 
Clupein Pikrinsiure enthalten, wurde eine Methode verwendet, 
bei der man die Pikrinsiure durch einen Uberschuf einer salz- 
sauren Lésung von Titantrichlorid reduziert, worauf die Analyse 
wie eine gewohnliche Kjeldahl- Bestimmung weiterbehandelt wird. 
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Der Arginingehalt der dargestellten Fraktionen ist ver- 
schieden. Die 4 Hauptfraktionen enthalten 90,8—91,7°/, des 
Totalstickstoffes als Argininstickstoff, woraus hervorgeht, daB das 
Clupeinmolekiil nicht ausschlieBlich durch eine Verkettung von 
Clupeonen aufgebaut sein kann, die je 2 Argininreste auf einen 
Monoaminosiurerest enthalten, was einem Argininstickstoffgehalt 
von 88,9°/, entspriiche. 


Herrn Professor Dr. 8. P. L. Serensen danke ich vielmals 
fir das groBe Interesse, mit dem er die Arbeit stets geleitet 
hat, und fiir die Belehrung, die ich dadurch empfangen habe. 
Ferner danke ich Herrn Dr. phil. K. Linderstrem-Lang fiir 
seinen freundlichen Rat und Beistand bei der Ausfiihrung der 


Untersuchung. 
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Herrn Prof. Dr. Vald. Henriques 
an seinem 70.Geburtstag gewidmet. 


Untersuchungen iiber die Aderla8-Lipimie. 
Von 


Ulrik Starup. 


(Aus dem Medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Januar 1934.) 


Seitdem Boggs und Morris im Jahre 1909 berichteten, dai 
sie bei Kaninchen eine experimentelle Lipimie hervorzurufen ver- 
mochten, indem sie die Tiere durch wiederholte kraftige Ader- 
laisse stark aniimisch machten, hat diese Erscheinungsform der 
Lipimie den Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gebildet. 
Der Fettgehalt des Blutplasmas kann durch dieses Verfahren 
betriichtlich zunehmen, und zwar auf das 10O—20fache der normalen 
niichternen Werte. An dieser Steigerung sind simtliche Lipoide 
des Blutplasmas beteiligt, jedoch mit der MaBgabe, daB das 
Neutralfett die friihest eintretende und kriftigste Zunahme aulf- 
weist, wihrend die Zunahme des Cholesterins und des Lecithins 
erst etwas spiiter einsetzt, und zwar ohne derart hohe Werte zu 
erreichen (Horiuchi, Bloor und andere). 

Woher der Zuwachs an Fettstoffen kommt, ist noch nicht 
vollig geklirt. Wiihrend sich die ilteren Forscher im _ wesent- 
lichen der Auffassung von Boggs und Morris angeschlossen und 
geglaubt haben, daB er ausschlieBlich endogenen Ursprunges sei 
(eine Auffassung, welche sich u. a. auf die Tatsache beruft, dab 
bei diesen Animisierungsversuchen ein erheblicher Schwund der 
Fettdepots der Kaninchen bei gleichzeitiger starker Verfettung 
der inneren Organe wahrnehmbar ist), so daB die Lipimie mit 
anderen Worten als der Ausdruck einer Fettwanderung aufzufassen 
sein mubte, muB im Verfolg der neueren, insbesondere der von Ho- 
riuchi und Bloor vorgenommenen Versuche jedenfalls das Neutral- 
fett als sowohl endogenen als exogenen Ursprunges erachtet werden. 
Denn es ist nachgewiesen worden, dab zwar reichliche orale Fett- 
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zufuhr wihrend der Versuche die Lipiimie allerdings betriichtlich 
steigert, daB sie aber auch bei tatsiichlich fettfreier Nahrung 


vorkommt. 

Was Cholesterin und Lecithin betrifft, ist der Sachverhalt 
nicht ganz so klar; die meisten neigen indessen der Ansicht zu, 
da diese Lipoide in der nétigen Menge innerhalb des Organismus 
synthetisiert werden. Die Méglichkeit einer Synthetisierung von 
Cholesterin innerhalb des Organismus ist — jedenfalls was den 
noch im Wachstum begriffenen Organismus betrifft — mit Sicher- 
heit nachgewiesen worden (an Hunden Beumer und Lehmann, 
an Miusen Schénheimer und Breusch). Die Phosphatide werden 
von zablreichen Forschern (Leathes, Joannovics und Pick u.a.) 
als ein normales intermediires Stoffwechselprodukt bei der Ver- 
brennung der Fettstoffe angesehen, und Bloor halt zudem das 
Lecithin fiir die wichtigste Transportform der Fettsiuren im 
Organismus; fiir eine innerhalb des Organismus stattfindende 
Synthese der Phosphatide ist indessen bis heute kein eindeutiger 
Beweis gefiihrt worden. 

In welcher Weise die Regulierung des Lipoidgehaltes des 
Blutes normal stattfindet, bzw. in welcher Weise diese Regulierung 
im Falle einer Lipimie unterbrochen oder vielleicht eher auf ein . 
hdheres Niveau eingestellt wird, ist noch unsicher. 

Wertheimer vermochte im Jahre 1926 mitzuteilen, daB die Fett- 
mobilisierung aus den peripheren Fettdepots einer Regulierung seitens 
des Zentralnervensystemes unterliegt, indem er an Hunden nachgewiesen 
hat, daB es nach totalem Durchschneiden der Medulla spinalis in Héhe der 
Vertebra dorsalis VI oder dariiber unméglich wurde, dureh Phloridzin- 
vergiftung Fettleber oder irgendwelche Lipimie hervorzurufen, mit anderen 
Worten, da8 die Fettmobilisierung nicht linger zustande kommt. Da8 die 
Wirkung eine periphere ist und nicht in der Leber liegt, ist dadurch nach- 
weisbar, daB das Durchschneiden siimtlicher nach der Leber hinlaufenden 


Nerven die Verfettung durch Phloridzinvergiftung nicht hindert. Ein Durch- 
schneiden der Medulla spinalis unterhalb der VII. Vertebra dorsalis spielt fiir 
die Bildung von Fettleber keine Rolle. 

Mill hat im Jahre 1930 einige Versuche iiber die Wirkung des Durch- 
schneidens der Medulla spinalis auf die himorrhagische Lipiimie bei Kanin- 
chen mitgeteilt. Das Durechschneiden der Medulla erfolgte in Héhe teils 
der Vertebra dorsalis IV, teils der Vertebra dorsalis XII, wonach die Kanin- 
chen durch Aderla8 anaimisch gemacht wurden. Nunmehr hat sich erwiesen, 
daB die Kaninchen der ersteren Gruppe zwar keine oder nur eine gering- 
fiigige Zunahme der Serumlipoidmenge (nach Bangs Methode als primires 
Atherextrakt gemessen) aufwiesen, daB aber die letztere Gruppe sowie 
einige nichtoperierte Kontrolltiere eine kriftige Lipimie zeigten; und da 
fiir das Unterbleiben der Lipimie in der ersteren Gruppe keine andere 
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Ursache nachweisbar ist, zieht Mill die SchluBfolgerung, daB das Zentral- 


nervensystem fiir die Entstehung der Lipiimie eine ausschlaggebende Rolle 
spielen mub. 


Falls die Annahme von Wertheimer, daB die Wirkung die 
Fettmobilisierung betrifft, zutreffend ist, libt sich ferner die Schlub- 
folgerung ziehen, daB bei der aniimischen Lipimie die gesteigerte 
Mobilisierung der peripheren Fettdepots maBgebend ist. 

Rosin hat Kaninchen mit durchgeschnittener Medulla spinalis in Héhe 
der Vertebrae dorsal. III—IV 2 x 24 Stunden in verdiinnter Luft (ungefihr 
330 mm Hg) stehen lassen, wonach die Leber in histologischer Beziehung, 
im Gegensatz zu der bei nicht operierten Kaninchen regelmiBig auftreten- 
den Verfettung, ein beinahe normales Bild aufwies; die quantitative, chemi- 
sche Untersuchung der Leber ergab aber die gleichen Werte wie bei den 
nichtoperierten Tieren. 


Eigene Untersuchungen. Als Glied einer gréBeren Reihe von 
Untersuchungen iiber die animische Lipimie bei Kaninchen, welche 
anderswo ver6ffentlicht werden sollen, habe ich an diesen Tieren 
die Wirkung der Transcision der Medulla spinalis nachgepriift. 

Fiir die Versuche wurden ausgewachsene mittelgroBe Kaninchen im 
Gewichte von 2,2—2,4 kg benutzt, welche wihrend der Versuche mit Riiben 
und Heu gefiittert wurden. 

Die Analysen wurden am Serum vorgenommen, dessen Gesamt-Lipoid, 
Gesamt-Cholesterin und Lipoid-Phosphor bestimmt wurden. Das Total- 
Lipoid wurde nach Extraktion erst mit Alkohol-Athermischung (Bloor, 
Mann und Gildea), danach sekundiir mit reinem Athylither, direkt gravi- 
metrisch bestimmt. Das Cholesterin colorimetrisch durch Tschugaews 
Farbenreaktion (Methodik: Bernouille, Milbradt). Der Lipoid-Phosphor 
wurde ebenfalls colorimetrisch durch Fiske und Subbarows Methode be- 
stimmt, und zwar nach vorhergehender feuchter Veraschung (Neumann). 

Durch Multiplikation der Lipoid-Phosphorwerte mit 25 ergeben sich 
die Phosphatide als Lecithin berechnet, und die Neutralfettmenge laBt sich 
anniherungsweise berechnen, wenn man der Gesamt-Lipoidmenge den 
Gesamtwert von Gesamt- Cholesterin und Lecithin in Abzug bringt. 

Die Transcision der Medulla spinalis erfolgte auf dem Wege einer Lamin- 
ektomie in Athernarkose, wobei man sich in simtlichen Fallen durch Sektion 
die genaue Lage sowie die Vollstindigkeit der Transcision gesichert hat. 


Die Operation wurde im ganzen an 14 Kaninchen ausgefiihrt 
— hiervon an zwoélf oberhalb der Vertebra dorsalis VII — nim- 
lich vor III—IV. Bei sechs dieser Versuchstiere lieBen sich die 
Anamisierungsversuche durchfiihren, wihrend die iibrigen im Laufe 
der nachsten 48 Stunden starben (vgl. Tab. I u. II). 

An 2 Kaninchen wurde die Operation unterhalb der Ver- 
tebra dorsalis VII, nimlich vor VIII, ausgefiihrt. Diese beiden 
Tiere haben die Operation gut iiberstanden. Die Versuchsergebnisse 
sind aus der Tab. III ersichtlich. 
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Transcision oberhalb Vertebra dorsalis VII. 


Tabelle L. 
Kaninchen LXVIII. Gewicht 2,3 kg. 
Transcisio medull. spin. vor Vertebra dors. III (als Beispiel). 









































AderlaB, Hgb | Total- | Neutral-]| Chole- cs Total- 
Datum | “™ %, | lipoid fett sterin susan vies ine protein 
7. XII. 24 72 473 309 75.8 88,0 1,17 4,89 
8. XII. 24 ay) 419 272 67,0 79,5 1,18 4,85 
9. XI. | 32 | 51 387 215 70,6 | 101,0 | 1,43 

10. XI. | 28 | 42 710 470 | 118,8 | 121,5 | 1,02 

11. XII. 30 31 926 584 175,3 167,0 0,95 4,33 

12. XII. 32 22 1618 1118 248,5 252 1,01 

13. XIL. 34 17 1534 1060 242 231 0,96 4,21 


Tabelle IL. 
Anfangs- und Schlu8werte der iibrigen Kaninchen bei Transcisio medull. spin. 
(oberhalb Vertebra dors. VII). 








Kaninchen 
Nr. nies °/, | lipoid fett sterin 


Hgb | Total- | Neutral-| Chole- Lecith. | L/C enn 
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Transcision unterhalb Vertebra dorsalis VII. 


Tabelle Il. 
(Anfangs- und SchluBwerte.) 






































res: ae ey ee eS ; lve ' 
Kaninchen Tage ~_ Total Neutral Chole Lecith.| L/C Vertebra 
Nr. |, |lipoid |  fett sterin dors. 
sid s4 | 647 381 99,4 | 167,0 | 1,68 |, ; 
XXVIT | 6 | 47 | 9996 | 153 297 | 3985 | 134 | VEIN 
’ 159 | 364 188 70,8 | 105.0 | 1,48 ; 
XXVIII | 6 | 49 | 1909 | 1369 | 207 | 3825 | 160 | VI 


SchlieBlich wurden genau entsprechende Aderlisse an einigen 
nicht operierten Kaninchen vorgenommen (vgl. Tab. IV). 

Die friher gewonnenen Ergebnisse, laut welcher die Trans- 
cision der Medulla spinalis oberhalb der Vertebra dorsalis VII die 
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Tabelle IV. 


AderlaBanimie bei normalen, nicht operierten Kaninchen. 
(Anfangs- und SchluBwerte.) 
































; Heb | Total- | Neutral-| Chole- Total. 
Kaninchen |pyg| Heb | Total- | Neutral) Chole jy ith. | w/o | Tot! 
Nr. lo lipoid fett sterin protein 
oiled Bie 214 | 48,0 | 91,0 | 1,90 | 5,34 

23 | 1454 38 | 3704 | 3460 | 0,93 | 4,16 

wn i<1 2] a 192 | 458 | 780 | 1,70 | 5,63 
26 | 1762 | 1042 | 341.5 | 3780 | 1,11 | 5,10 

XIX | 7 | it | sras | 17as | soo’s | ais. | oso | ase 

(3% 099,95 ‘ »6 ) 
wx fia |e | BE | us | 8 | eo | hae | Be 
5 105 51,5 5 7 

ven Tad 1 oe 235 | 32.7 | 52,8 | 1,61 | 6,23 
96 | 1700 | 1142 | 341 | 2165 | 0,64 | 5,39 


Entstehung der Lipimie ausschlieBen sollte, finden somit nach 
den hier vorliegenden Untersuchungen keine Bestiitigung. Aller- 
dings ist die Lipimie bei den hier operierten Tieren durchgingig 
nicht so kraftig wie die bei entsprechend niedrigen Hgb-Werten 
sonst vorkommende, noch zeigt der Lecithin—Cholesterin-Quotient 
die gleiche herabgehende Tendenz wie bei gewéhnlichen Blutungs- 
animien; die Ursache dieser Unterschiede muB aber sicher in 
dem Umstande zu suchen sein, daf der Sauerstoffmangel — den 
ich in einer anderen noch nicht veréffentlichten Arbeit mit Sicher- 
heit als die eigentliche Ursache der Lipiimie festgestellt habe — 
bei den zum Teil gelihmten Tieren nicht so hochgradig ist wie 
bei den normalen Kontrolltieren. 
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Herrn Prof. Dr. Vald. Henriques 
an seinem 70.Geburtstag gewidmet. 


Uber den Antagonismus von Zink und Blausdure 
bei deren Einwirkung auf die Peptidasenaktivitiat. 
Von 
K. Linderstrem-Lang. 

Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Dezember 1933.) 


Untersuchungen iiber die Wechselwirkung zwischen Enzymen 
und Metallionen einerseits und zwischen Enzymen und Stoffen, 
die mit Metallionen Komplexe bilden, andererseits sind heute sehr 
aktuell geworden. Uber Aktivierung und Hemmung der Proteinasen 
liegen bereits zahlreiche Arbeiten vor [vgl. z. B. Michaelis und 
Stern’), Haldane und Stern’), Krebs*), Grassmann‘), Wald- 
schmidt-Leitz®*)], weniger durchgearbeitet ist hingegen das Ge- 
biet der zweiten groBen Hauptgruppe der Proteasen, nimlich das 
der Peptidasen [vgl. z.B. Grassmann‘) und Schoenebeck') 
und dltere Arbeiten]. In diesem Umstand sieht der Verfasser die 
Berechtigung, die folgenden kleinen Versuchsreihen iiber Akti- 
vierung und Hemmung der Darmpeptidase zu veréffentlichen. Die 
Untersuchung ist auf den Einflu8 von Zinkacetat, HCN und deren 
Mischungen beschrinkt. Als Substrat diente Alanylglycin. 


Herrn Professor 8.P.L.Serensen bin ich fiir das meiner 
Arbeit stets bewiesene Interesse zu groBem Danke verpflichtet. 


A. Versuchsmethodik und Ergebnisse. 

Die im hiesigen Laboratorium angewendete Peptidasen- 
bestimmungsmethode ist friiher beschrieben worden [vgl. z. B. §)] 
und soll hier nicht niiher erértert werden. Doch sind folgende 
Hauptpunkte fiir das Verstiindnis des Folgenden von Bedeutung. 

Die Zusammensetzung der Verdauungsfliissigkeit war in allen 
Fallen auf 2 ccm: 


1. 0,082 cem eines etwas gealterten Glycerinauszuges aus frischen 
Darmschleimhiuten (Roskilde V), 0,3 cem 88 °/,Glycerin, 1 ccm einer Substrat- 
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lésung, 0,2 Mol. Alanylglycin, 0,25 Mol. Ammoniumchlorid und 0,15 Mol. 


Ammoniak pro Liter enthaltend. 


Willstitter-Waldschmidt-Leitz-Titration ermittelt. 


2. Das px war iberall 8. 
38. Die Lésungen von Zinkacetat und von HCN (die letztere durch 
Neutralisierung einer Kaliumcyanidlésung mit Salzsiure dargestellt) wurden 
vor dem Enzymzusatz mit der Substratlésung vermischt. Ihre Konzentration 
in der Reaktionsmischung ist als Normalitit angegeben. 
4, Die Reaktionszeit war in allen Fallen 30 Minuten. Temperatur 40° + 0,1. 
5. Die unter diesen Umstinden erzielten Spaltungen wurden durch 


holischen Lauge n/20. 


Spaltung von Alanylglycin bei py 8 mit Peptidase (Roskilde V, 0,032 ecm 
pro 2ccm Verdauungsflissigkeit) unter Zusatz von wechselnden Mengen 
Zinkacetat und Blauséiure. Die Spaltung ist in Kubikzentimetern n/20-KOH 


Konzentration der alko- 






























































pro 2cem Verdauungsfliissigkeit angegeben. 30 Min. Reaktionszeit, 40°. 

Con Cuon Con Cucn 
Nor- Nor- Spaltung Mittel}} Nor- Nor- Spaltung —[ Mitte! 

malitit malitit malitat malitat 
0 0 1,236/1,216 1,195 8: 10-4 0 1,494 
1/218/1,204 1,200 | 1,219 2-10-4 11,301 1301 
1,223)1.257 4 1,311 1,331 1,321 
2.1078 0 | 1,225/1,289 1,232 8 1,296) 1/298 
4 1,248 1,243 1,243 1,2-10—5} 1,250) 1,250 
8 1,319 1,296 1,308 2 1,250 1,250 
1,6+10—5 1,337 1,317 1.327 2,4 1,232 1,250 1,241 
4 1,372 1,404 1,365 | 1,380 3,2 1,177, 1,181 1,179 
8 1,443) 1,443 4 1,099 1,089 
1,6-10—4 1,436) 1,436 6 0 899) | 0,899 
4 1,443 1,448 1,446 8 0,604 0,612 0.608 
5 1 1420/1, 425'1,427 | 1,424 12 0.271, 0,271 
1,6°10—8 1,374 1,383 1,353 | 1,370 16 0,149 0,143 
2 Lk, 317 1,317 "9-10-31 0 | 1,317 
2,4 1,278 1,278 4-10 | 1,168) 1,168 
3,2 1,156 1,156 1-1073 11 158/1 yl 78 1,168 
4 1,012)1,009 0,996 | | oo, 9 177| ht 
0,989 4 4 1/2041 1,204 
6 0,668 0,622 0,645 6 1 ‘110 1,134 1" 
8 0,392 0,390 0,406 | 0,396 8 0, 986 0,986 
12 0,209 0,209 12 0,610 0,610 
16 0,128 0,128 16 0.298) 0,298 
0 2-104 | 1,255)1,241 1,248 1 4.40—31 0 aa 1.00! 
4 1,193) 1,225 1,212 2-10-4 10,959) | 0.959 
8 1,083/1,080 1,082 4 0,910 0,932 0,918 | 0,920 
1,2> in"? 0,945 0,947 0,946 8 0, 908| 0.908 
2 0,619 0,619 1,2+10-*] 0,835 0,857| 0.846 
4 0,227 0,227 2 0 1846) 0.846 
8 0,092 0,092 4 0,984 0.98 
16 0,050 0,050 8 1175 11% 
12 1,065 1,073 1,06! 
16 0, 899) | 0,839 




















det 
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Mitte! 


1,001 
0,999 
0,920 
0,908 
(0.846 
0,846 
(),984 
1,175 
1,069 
0.89! 
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B. Diskussion. 


Aus den Versuchsergebnissen geht hervor, daB die Wirkung 
der Zn-Ionen sich in 2 Richtungen geltend macht (vgl. Fig. 1). 
Bei kleinen Konzentrationen (unterhalb etwa 3-107* N) ist eine 
recht wesentliche Aktivierung erkennbar. Diese Aktivierung ist 
maximal bei etwa 0,8-10~4—4-10~4 N. Bei héheren Konzentra- 
tionen tritt eine Hemmung ein, die schon bei 16-107? 909/ ig 
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ist. In welchem Verhiltnis die in der Tabelle angefiihrte totale 
Zinkkonzentration zur wahren Zn**+-Konzentration in der Reak- 
tionsmischung steht, liBt sich nicht angeben. Die Menge der Zn- 
Ionen, die bei p,,8 in Formen wie Zn*OH iibergegangen sind, 
laBt sich infolge des Mangels an experimentellen Grundlagen nicht 
berechnen. Auch ist es wahrscheinlich, daB die Zinkionen von 
den Puffersubstanzen und vom Substrat teilweise gebunden werden. 
Damit steht im Einklang, daB die Hemmung durch Zinkacetat viel 








g 
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gréBer ist, wenn die Liésung dieses Salzes vor dem Zusatz der 
Substratlésung mit der Enzymlisung (bei p,,8) vermischt wird, 

Diese 2fache Wirkung der Zn-lonen liBt sich unzweifelhaft 
am leichtesten durch die Annahme erkliren, daB diese Ionen 
zwar giftig sind (im ganzen Konzentrationsbereich), daB sie aber 
mit den Molekiilen eines gleichfalls giftigen, entweder in der 
Enzym- oder der Substratlésung befindlichen, Stoffes eine ungiftige 
Verbindung bilden. Die Affinitit zwischen Hemmungsstoff und 
Zinkionen muB dann sehr grof, die Konzentration des ersteren 
sehr klein sein, um das gefundene Aktivierungsmaximum erklir- 
bar zu machen. 

Die Kurve der Vergiftung durch HCN hat einen von der 
Zn-Kurve wesentlich verschiedenen Verlauf (Fig. 1). Abgesehen 
von einer an der Grenze des Versuchsfehlers liegenden kleinen 
Zunahme der Aktivitiéit bei der Konzentration 2 - 10~* bekommt 
man in allen Fallen eine Hemmung, was in Ubereinstimmung mit 
friiheren Angaben ist. Bei 40° ist das p, der Blausiure 8,8, und 
unter den gegebenen Versuchsumstiinden (p,, 8) sind 86°/, der Blau- 
siure in undissoziierter Form vorhanden. Die Konzentration des 
Cyanidions ist somit eine recht betrichtliche, und wir kénnen 
nicht entscheiden, ob die Giftwirkung der freien Blausiure oder 
dem Cyanidion zuzuschreiben ist. 

Betrachtet man nun die Resultate der Versuche, in welchen 
Zinkacetat und Blausiure gleichzeitig zugesetzt wurden (Fig. 2 
und 3), so ist ein auffallender Unterschied bemerkbar, weun 
man den Verlauf der Aktivititskurven bei konstanter Zn- und 
variierender HCN-Konzentration mit dem Verlauf der Kurven ver- 
gleicht, die die Versuche bei konstanter HCN-, aber variierender 
Zn-Konzentration wiedergeben. Direkt verstiindlich sind die 
letzteren Kurven (Fig. 3). Bei der Zugabe kleiner Zn-Mengen 
werden diese mit einem Teil der vorhandenen Blausdure Kom- 
plexe bilden, die ungiftig oder nur wenig giftig sind; die Aktivi- 
tit der Peptidase mu8 deshalb steigen. Fiigt man aber gréfere 
Zn-Mengen hinzu, als die Blausiiure zu binden vermag, so werden 
freie, giftige Zn-Ionen in der Lisung auftreten, und die Aktivitit 
muB fallen. Die Aktivitits-Zn-Konzentrationskurve geht somit 
durch ein Maximum genau wie die entsprechende Kurve fii 
Cucon = 0 [Fig. 1 (auf Fig. 3 punktiert)], fiir deren Verlauf ja 
dieselbe Erklirung herangezogen wurde. Im letzteren Falle ist 
die Art des Komplexes unbekannt, im Falle der Zinkcyanid- 
bindung hat man aber allen Grund anzunehmen [vgl. %)] (fir 
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diesen Literaturhinweis bin ich Herrn Mag. J. Bjerrum zu Dank 
verpflichtet), daB es sich bei nicht zu kleinen Verhiltnissen der 
Cyanidionen zu Zinkionen hauptsichlich um das Zinktetra- 
cyanidion handelt. In guter Ubereinstimmung hiermit treten die 
Maxima der Kurven bei Zn-Konzentrationen da auf, wo das Ver- 
hiltnis HCN-Normalitét zu Zn-Normalitat gerade gleich 2 ist, der 
Verbindung Zn(CN),~~ entsprechend. Allerdings sind nur in 
2 Fallen (Cacoy = 2-10-73 und 4-107%) die Maxima auf Fig. 3 
mit hinreichender Genauigkeit bestimmt. Der Verlauf der 
Kurven in ihrer Umgebung ist bei niedrigeren und besonders 
bei héheren HCN-Konzentrationen unsicher. Da aber ihnliche, 
bei demselben HCN-Zn-Verhiltnis auftretende Maxima auch auf 
Fig.2 in 2 Fallen deutlich zu erkennen sind(Konstante Zn-, variierende 
HCN-Konzentration, vgl. unten) hilt der Verfasser sich fiir be- 
rechtigt, die Kurven in der angegebenen Weise zu zeichnen. 
Die voll ausgezogene Linie auf Fig. 3 zeigt den Zusammenhang 
zwischen Peptidasenaktivitit und Komplexkonzentration bei den 
Maxima. Thr Verlauf liBt sich qualitativ durch den entgegen- 
gesetzten Einflu8 zweier Faktoren erkliren: 


1. Mit steigender Konzentration des Zn(CN),~-—-Komplexes 
steigt sowohl die Konzentration an Zinkionen wie die an Cyanid- 
ionen (HCN) langsam nach der Gleichung (wir sehen hierbei vom 
Kinflu8 des Substrates und des Puffers ab): 





5 
(1) Con~ = 4 Cone = V4 K+ Coren —- 


| (K = die Dissoziationskonstante des Komplexes). 


Infolgedessen steigt die Hemmung. 

2. Mit steigender Konzentration des Zn(CN),~~-Komplexes 
miissen gréBere und gréBere Mengen des unbekannten Hemmungs- 
stoffes (vgl. oben) an die abgegebenen Zinkionen gebunden sein. 
Diese Bindung mu8 eine Aktivitiitssteigerung hervorrufen. 

Ktwas schwieriger gestaltet sich die theoretische Verwertung 
der Kurven auf Fig. 2. Betrachten wir die der hichsten Zn-Konzen- 
tration entsprechende Kurve, so muff man es beim ersten Anblick 
auffallend finden, daB eine Lisung, die schon einen Uberschu8 
an giftigen Zinkionen enthilt, durch Zusatz von HON noch giftiger 
wird. Dieser Befund liBt sich jedoch, wie man leicht einsieht, 
durch die Form des Gleichgewichtsausdruckes: 


@) Ob Con s+ = K-Cracory,-— 


| (ualitativ erkliren. Der Umstand, daB die Cyanidionenkonzen- 
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tration in vierter, die der Zinkionen nur in erster Potenz in 
dieser Gleichung auftritt, bewirkt, daf die Komplexbildung bei 
niedriger Cyanidionenkonzentration und hoher Zinkionenkonzen- 
tration viel weniger ausgepriigt ist, als wenn das Verhiltnis CN/Zn 
groB ist (Fig. 3). In der Tat lat sich eine Kurvenform wie die 
auf Fig. 2 dargestellte auf Grundlage der Gleichung (2) und der 
Kurven auf Fig. 1 berechnen (auf die Durchfihrung dieser Rech- 
nungen muB hier verzichtet werden), es scheint aber kaum mie- 
lich, eine quantitative Ubereinstimmung zu erzielen. Die Abnahme 
der Aktivitit am Anfang der Kurven (Fig. 2) ist zu gro’, um 
durch die oben angefiihrte Komplexdissoziation erklart werden zu 
kénnen. Es besteht jedoch die Méglichkeit, besonderen Komplexen 
von Zn mit CN starke Giftwirkungen zuzuschreiben, indem die 
Bildungswahrscheinlichkeit solcher Komplexe wie Zn(CN),~ Zn(ON), 
ZnCNt mit abnehmender HCN-Konzentration steigen muB; ohne 
nihere Kenntnis der Komplexchemie des Zinks liBt sich indessen 
eine solche Méglichkeit nicht beurteilen. 

Mit dem Verhalten der Papainasen bei der Hemmung und 
Aktivierung verglichen [vgl. besonders Krebs*)], zeigen die an- 
gefiihrten Versuchsergebnisse, dafi zwischen diesen Enzymen und 
der Peptidase I der Darmschleimhaut in dieser Hinsicht kaum ein 
erundsitzlicher Unterschied besteht. Wie Fig. 2 zeigt, ist eine 
Aktivierung der ,,Peptidase“ mittels HCN in gewissen Fallen er- 
zielbar. In aller Kiirze laiBt sich der Unterschied vielleicht wie 
folgt ausdriicken: Zn-Ionen sind giftiger fiir Papainasen als fiir 
Peptidasen; HCN ist giftiger fiir Peptidasen als fiir Papainasen. 
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Herrn Prof. Dr. Vald. Henriques 
an seinem 70.Geburtstag gewidmet. 


Der Cholesteringehalt der Milch 
in Beziehung zum Nahrungscholesterin. 


Von 


H. Dam. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Januar 1934.) 


Die Frage, ob der Cholesteringehalt der Milch sich durch 
Verinderung der Cholesterinmenge in der Nahrung beeinflussen 
liBt, ist bisher nur wenig untersucht worden. Wacker und Beck’) 
sprechen die Vermutung aus, da8 die Nahrung einen Einfluf hat, 
ohne einen Beweis fiir diese Annahme zu bringen. 

Um zu ermitteln, inwieweit eine kurzdauernde perorale Kin- 
gabe von Cholesterin eine erhéhte Cholesterinausscheidung in der 
Milch verursacht, habe ich den folgenden Versuch angestellt: Kine 
Ziege, die von gewoéhnlicher Pflanzennahrung lebte, erhielt 3 Tage 


| nacheinander tiaglich 5g Cholesterin in 100 ccm Olivenél mit 


Magensonde. Milchmenge, Fett- und Cholesteringehalt wurden tig- 
lich vor, wihrend und nach der Cholesterinfiitterung bestimmt. 
Die Zahlen sind in der umstehenden Tabelle sowie in der 
graphischen Darstellung angegeben. Die Cholesterinfiitterungstage 
sind mit * markiert. 


Das Versuchstier wog 34 kg, es wurde jeden Morgen zu bestimmter 
Zeit gemolken. Das Futter bestand aus Gras und Riiben. Das Cholesterin 
wurde durch Erwiirmen mit dem Ol in Lésung gebracht, ein wenig davon 
krystallisierte bei Zimmertemperatur wieder aus. Die Verabreichung erfolgte 
wmittelbar nach dem Melken. Zur Bestimmung des Cholesterins wurden 
100 cem Milch mit 40 g festem Kaliumhydroxyd ein paar Stunden auf dem 
kochenden Wasserbade erhitzt, wodurch eventuell vorhandene Cholesterin- 
ester vollkommen verseift wurden. (Zur Kontrolle wuide jedesmal die 
Liebermann-Burchardt-Reaktion am Atherextrakt des eingedampften 
Filtrats des Digitoninniederschlages angestellt). Nach Atherausschiittelung 
und Reinigen auf gewdhnliche Weise mit Kaliumhydroxyd und Wasser 
wurde die Hilfte der Lipoidfraktion zur Digitoninfiillung herangezogen 
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wobei ungefihr 40 mg Digitonid zur Wigung gelangte. Die Fett- 
bestimmungen erfolgten nach der Methode von Rése-Gottlieb. Die 
Fettbestimmungen wurden immer doppelt, die Cholesterinbestimmungen, 
mit Ausnahme der ersten Analyse, nur einzeln ausgefiihrt. 


perenne Melkzeit 8*° tiglich. 











Datum Sept. . 15. | 16. | 17. | 18. | 19.*, 20.*| 21.* 22. | 23. | 24. | 25. | 26. | 27, 
eem/Tag. . . | 570 (598 ed és 710 | 752 | 775 898 | 806 | 768 783 629 | 773 
Fett, g/100cem) 5,77 3.57 3,36 2,69 3,27 3.04 4,03 447 | 878 


Cholesterin , 38.4 4h 72S 








4 2 '20,6 |23,6 { (22.5 9,9 '2¢ 21.2 
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O7;- ‘ 
Cholesterin, 
O6 |- , 7 ber. in °/, des 
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150+ i ee mg pro Tag. 
700 |}- ; “ 
x K XK a 
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eee 4 slesterin, 
20} ~~ monn mg pro 100 cem. 
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Die gefundenen Zahlen geben keinen Anhaltspunkt fir die 
Annahme, daB der Cholesteringehalt der Milch infolge der Chole- 
sterinverabreichung in die Hohe geht. Dadurch ist natiirlich 
nicht ausgeschlossen, daB eine durch lingere Zeit fortgesetzte 
Cholesterinfiitterung einen Einflu8 haben kann; denn dadurch 
wird, wie u.a. Schénheimer?’) gezeigt hat, das Serumcholesterin 
bei Pflanzenfressern auBerordentlich stark erhéht. Diese Seite 
der Frage ist vorliufig nicht untersucht worden. 


Zusammenfassung. 

Bei 3 tiigiger Verabreichung von Cholesterin konnte (bei der 
Ziege) keine Erhéhung der Cholesterinausscheidung in der Milch 
beobachtet werden. 

Literatur. 


1. Wacker u. Beck, Z. Kinderheilk. 27. 288 (1921). 
2. Schénheimer, Diese Z. 180, 10 (1929). 


3,59 3,35 2,66 2,89 








di 








iterin, 


Fett- 
Die 


ngen, 


r die 
hole- 
irlich 
etzte 
lurch 
terin 
Seite 


i der 
Milch 








Herrn Prof. Dr. Vald. Henriques 
an seinem 70,Geburtstag gewidmet. 


Untersuchungen iiber den Einflu8 der Temperatur 
auf die Haltbarkeit des Ptyalins. 


Von 


Richard Ege. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Januar 1934.) 


Im menschlichen Speichel verfiigen wir iiber ein Priparat, 
welches ein Knzym — eine Amylase — betrichtlicher Aktivitit 
und hohen Reinheitsgrades enthalt. Da sich auBerdem héchst eigen- 
tiimliche, bis jetzt nur wenig erforschte Verhiltnisse, insbesondere 
mit Bezug auf die Haltbarkeit dieses Enzyms, geltend machen, 
stehen wir hier einem ausgiebigen Arbeitsfeld gegeniiber. Der 
Zweck der bisherigen Untersuchungen an Speichelamylase war 
ein 3facher: man hat sich bemiiht, ein méglichst ausgiebiges, 
rein empirisches Material zu sammeln, es wire denkbar, daB die 
in dieser Weise festgestellten Erscheinungen zur Erliuterung von 
Fragen eines allgemeineren theoretischen Interesses dienen kénnten, 
und schlieBlich hatte man bei Beginn der Untersuchungen gehofft, 
da8 die gewonnenen Kenntnisse iiber die Haltbarkeit der Speichel- 
diastase in Zusammenhang mit entsprechenden Versuchen iiber 
die Haltbarkeitsverhaltnisse der Pankreas- und der Leberdiastase 
eine Feststellung des Ursprunges der unter normalen Verhiltnissen 
im Harn zur Ausscheidung gelangenden Diastase erméglichen 
sollten. Insbesondere unter pathologischen Umstiinden, wo mehr 
Diastase ausgeschieden wird, wiirde es fiir diagnostische Zwecke 
groBes Interesse bieten, falls sich durch eine verschiedene Halt- 
harkeit feststellen lieBe, wie viel der Diastase je dem Pankreas, 
der Leber oder den Speicheldriisen entstamme. Uber die Haltbar- 
keit der Harndiastase liegt eine Reihe wertvoller Untersuchungen 
von Nérby vor.}) 





) G. Norby: Medd. fra Carlsberg Laborotories 18, 1929 —1930. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXIV. 9 
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Bereits jetzt sind wir indessen zu der Erkenntnis gelangt, daf 
die Destruktion des Ptyalins, wie sich aus den Untersuchungen 
itiber dessen Haltbarkeit herausgestellt hat, von einer Reihe ver- 
schiedener Faktoren — u. a. auch von der eigenen Konzentration 
dieses Enzyms*) — derart abhingig ist, daB es bereits aus diesem 
Grunde schwierig halten wiirde, auf Grundlage bestimmter Halt- 
barkeitsverhiltnisse festzustellen, ob die im Harn erhaltene Dia- 
stase Ptyalin- oder z. B. Pankreasdiastase ist; immerhin bin ich 
der Ansicht, dai die Destruktionsverhiltnisse dieser Enzyme einer 
weiteren Untersuchung zu unterziehen sind, um in dieser Weise 
eine Feststellung dariiber zu erreichen, ob Erscheinungen vor- 
handen sind, welche eine Unterscheidung der betreffenden Enzyme 
erméglichen kénnen. : 


Methodik. 


Die Bestimmung der Ptyalinaktivitit erfolgt auf dem Wege einer 
Untersuchung der Zeit, welche nétig ist, um unter einheitlichen Bedingungen 
Stirke derart zu spalten, daB sie bei Jodzusatz eine bestimmte (braune) 
Farbung annimmt. 

Fiir diese Bestimmungen hat es sich sehr zweckmiBig erwiesen, sich 
einer kiinstlichen Farbenskala zu bedienen. Sie wurde in der Weise her- 
gestellt, daB die benutzte Stiirkemenge mit bekannten Mengen eines halt- 
baren Diastasepriparats versetzt wurde. Nach Verlauf der gegebenen Zeit 
wird die Diastasewirkung durch Zusatz der Jodlésung unterbrochen; man 
gewinnt in dieser Weise — vorausgesetzt, daB die benutzten Diastasemengen 
die rechten sind — eine Farbskala von blau bis gelb, welche fiir die Ab- 
lesung des relativen Diastasegehalts einer unbekannten Probe gut geeignet 
sein wiirde. Da indessen die Jodstiirkefarbe selbst — insbesondere wegen 
der Fliichtigkeit des Jods — sehr wenig stabil ist, ist es notwendig, die 
reellen Jodstirkefarben eiligst durch kiinstliche Farbmischungen nach- 
zuahmen und die kiinstliche Farbskala fiir die Bestimmungen zu benutzen. 

Fiir die Versuche wurden folgende Lésungen benutzt: 

1. Als konstantes haltbares, als eine Art Standard dienendes Enzym- 
priparat wurde ,,Liquid-Taka-Diastase“, Park Davis & Co., benutzt, von 
welcher laut Angabe 1 ccm 0,046 g Taka-Diastase enthilt und unter rechten 
Bedingungen 14 g Stirke im Laufe von 10 Minuten aufgelést (liquify) wird. 
Dieses Priiparat hat — bei niedriger Temperatur aufgehoben — seine Enzym- 
aktivitit ohne nennenswerte Herabsetzung durch 2 Jahre erhalten. 

2. Stirkelésung: 0,1°/, — in bezug auf NaCl 1°/, — lésliche Starke 
(Kahlbaum oder Merck), welche pro Liter 200 cem primares und 200 ccm 
sekundires Phosphat (S6rensen) enthilt. Die Reaktion der Lésung betriigt 
10—®8, d. h. eine fiir die Wirkung des Ptyalins optimale; ebenfalls in bezug 
auf NaCl-Gehalt bietet die Lésung fiir die Wirkung des Enzyms giinstige 
Bedingungen dar. Um eine médglichst eilige und vollstindige Auflésung 
der Stiirke zu erreichen, wird die Lésung am besten in der Weise her- 





1) R. Ege u. E. Oklitz, Biochem. Z. 219, 422 (1930). 
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gestellt, daB 1g Stirke in 500 ccm siedendes Wasser gestreut wird; der 
betreffende Behilter muB eine groBe Oberfliiche haben. 

Die Stirkelésung hat in den meisten Fillen einen Monat hindurch 
eine unverinderte Haltbarkeit aufgewiesen. Immerhin ist darauf zu achten, 
daB die Abmessung fiir die Versuche mittels Biirette, niemals mittels 
Pipette, erfolgt; die kleinste Speichelmenge, welche bei einer Abpipettie- 
rung etwa in die Lésung gelangen kénnte, wird im Laufe einer kurzen 
Zeit die Stirkelésung unbrauchbar machen kénnen. 

Laut der im hiesigen Laboratorium gemachten Erfahrungen kann sich 
die Lésung, wie erwihnt, iiber 14 Tage bis 1 Monat unverindert halten. 
Da aber die Stirkelésung — wie aus anderwirtigen Erfahrungen hervor- 
geht — schnell einer Spaltung unterliegen kann, wird es notwendig sein, 
die Lésung hiufig zu kontrollieren, und zwar vorerst indem man priift, ob 
sie bei Jodzusatz fortwihrend die reine blaue Stirkefarbe gibt, auBerdem 
aber durch Untersuchung dariiber, ob sie dem bekannten haltbaren Enzym- 
priparat gegeniiber fortwihrend die gleichen Ergebnisse liefert. 

Die Jodlosung. Da die \irbung der Stirke- (bzw. Dextrin)-Jodverbin- 
dung von der Jodkonzentration ziemlich abhingig ist, ist es von Bedeutung, 
daB die Jodlésung einen konstanten Stirkegrad besitzt. Man benutzt eine 
5909 B-Jodlésung, welche jeden Tag aus einer '/,, n-Jodlésung hergestellt 
wird (50 cem '4/,,-Jodatlésung + 5 KJ fiir 100 ccm); aus dieser Lésung wird 
fiir 100 cem 1,00 cem + 10 ccm verdiinnter HCl genommen. 


Zwecks Bestimmung der Diastaseaktivitit einer Probe werden 20 ccm 
Stirkelésung mit einer angemessenen Menge der Probe versetzt. Stehen- 
lassen im Wasserthermostat bei 20°. 

In passenden Zwischenriiumen werden 2 ccm entnommen, welchen 2ccm 
‘/oooo-JOdl6sung zugesetzt werden (in kleinen Reagenzréhren.) Die Fiarbung 
der Probe wird mit der Farbskala verglichen, und ihre Ptyalinaktivitat 
wird teils unter Beriicksichtigung dieses Vergleiches, teils unter Beriick- 
sichtigung der in Anspruch genommenen Zeit berechnet. 

Die Farbskala wurde mittels einer hundertfach verdiinnten ,,Liquid- 
Taka-Diastase“ hergestellt, von welcher die folgenden Mengen: 


0,3 0,4 0,5 06 0,7 08 0,9 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,4 ccm 


20 cem der obengenannten Stirkelésung beigemischt wurden. 

Nach 1 stiindigem Stehenlassen bei 20° werden 2 ccm entnommen, mit 
welchen 2 ccm der obengenannten Jodlésung versetzt werden; hierdurch 
entsteht eine Farbskala von beinahe reinem Blau (0,3 eem) itiber Lila (1,0 cem), 
Braun (1,4 cem) bis Gelbbraun (2,0 ccm). Fiir Erreichung des achromatischen 
Punktes sind ungefihr 4 cem bendtigt; der schroffe Ubergang liegt im Be- 
reiche zwischen 1,0 bis ungefihr 2,0 cem, am besten um 1,2—1,6 ccm. 

Wenn eine unbekannte Probe nach 1 stiindigem Stehenlassen eine der 
mit 1 cem der obengenannten Enzymlésung erreichten entsprechende Fiarbung 
aufweist, sagen wir, daB die Probe 1,0 (willkiirliche) Ptyalineinheit enthilt. 
Falls die Probe nach 10 Minuten Stehenlassen die gleiche Farbung gibt, 
ist ihr Ptyalingehalt 6 x 1, falls sie, und zwar immerfort nach 10 Minuten, 
die gleiche Firbung gibt wie z. B. 1,4 cem, ist ihr Wert = 6 x 1,4 = 8,4. 

Ebenfalls mit Bezug auf das in den nachstehenden Versuchen an- 
gewandte Priparat (Speichel in angemessenen Verdiinnungen) ist nach- 

Q* 


i 
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gewiesen worden, daB, falls eine gegebene Menge — nach z. B. 1 Stunde — 
eine 1 ccm des Standardpriparates entsprechende Fiarbung herbeifihrt, wird 
die 2 fache Menge eine 2,0 entsprechende Firbung geben usw. 

Fiir die eigentlichen Berechnungen der Ptyalinaktivitét wird die Farb- 
skala nur zwischen 1,0—2,0 benutzt (am liebsten sogar nur zwischen 1,2—1,6): 
die iibrigen Abschnitte der Skala gewiihren indessen groBen Nutzen fiir die 
Beurteilung der Zeit, welche fiir die Wirkung der Probe beansprucht ist, 
um die rechte Umwandlung der Stirke zu erlangen. Falls so z. B. eine vor- 
laufig entnommene Probe der Stirkeptyalinmischung nach 5 Minuten Stehen- 
lassen eine ungefahr 0,5 entsprechende Farbe aufweist, 14Bt man die Mischung 
ruhig 15 Minuten stehen, bevor eine neue Probe entnommen wird; falls nun 
nach erneuter Messung die betreffende Fiarbung nach Jodzusatz (durch welche 
jegliche weitere Stirkeabspaltung zum Aufhéren gebracht wird) gerade 
mitten zwischen den Firbungen der beiden Gliser der Standardserie liegt, 
wo 1,2 und 1,4 ccm angewandt wurden, ist die Ptyalinaktivitit der Probe 
~ -1,3 = 5,2. 

Wie bereits erwihnt, mu8 die natiirliche Jod—Dextrinskala durch eine 


kiinstliche Skala ersetzt werden. 


Versuch. 


Wie in friiheren Arbeiten, insbesondere von Ege?) nach- 
gewiesen, verlauft die Ptyalindestruktion annihernd als ein mono- 
molekularer Vorgang, wie es ebenfalls der nachstehende Versuch 
zeigt: 

Temperatur 57,4°; py = 6,8; NaCl-Konzentration 0,9 °/,; Speichelkonzentration 


1,8°/, (5 eem primiéres Phosphat + 5 cem sekundires Phosphat + 1 ccm 
10°/,iges NaCl + 0,2 ccm Speichel). 














Zeit Diastaseaktivitit in °/, L 
des Anfangswertes 
1 100 
4 22 | 
> 48 1 | 24 
i 23 | 
: \ 
21 0,4 as 








Die Destruktionskonstaute / von einem monomolekularen 
Vorgang aus berechnet ist — was sich in simtlichen Versuchen 
wiederholt —- unter Beriicksichtigung unvermeidlicher Versuchs- 
fehler eine Konstante, bis die Enzymkonzentration erheblich herab- 
gegangen ist; k wird danach eine etwas abnehmende Tendenz 
aufweisen, d.h. die Destruktionsgeschwindigkeit ist jetzt abnehmend. 





1) Biochem. Z. 244, 243 (1932). 
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In den folgenden Versuchen wurde die Destruktionskonstante 
nicht fir ein einzelnes Paar zusammengehdriger Aktivitiits- 
bestimmungen berechnet, sondern auf Grundlage einer Destruktions- 
kurve, die man durch eine Reihe an derselben Probe ausgefiihrter 
Einzelbestimmungen erhalten hat. Die Berechnung von k erfolgt 
dann gewdhnlich vom Ausgangswerte ab, bis die Aktivitit auf 
die Halfte oder */, der urspriinglichen Hohe herabgegangen ist. 

Im nachstehenden ist die Destruktionskonstante oder in den 
meisten Fallen ihr Logarithmus als MaB fiir die Ptyalindestruktion 
aufgefihrt. 

Ubersichtshalber wurden in der nachstehenden Tabelle die 
Halbdestruktion und zu den angegebenen Zeiten die entsprechenden 
k- baw. log k-Werte verzeichnet. 














Halbdestruktion Destruktions- — 
im Laufe konstante / 8 

1/, Minute. ... . 83 1,92 
ie Sree 41,5 1,62 
5 Minuten... . 8,3 0,92 
|e 2,8 0,44 
1 Stunde .... 0,69 = 0,16 
5 Stunden... . 0,14 + 0,84 
ee k's. 0,029 + 1,56 
7 x 24 Stunden . 0,0041 + 2,38 








Die nachfolgenden Versuche sind mit Speichel von demselben 
Individuum ausgefiihrt worden. Das Verhiltnis zwischen den 
Mengen des Speichels und der Pufferlésung war ebenfalls dasselbe 
(0,2ccm zu 11 ccm). Zu je 10 ccm wurde 1 cem 10°/,-NaCl 
zugesetzt. Kinige der Pufferlésungen enthalten NaCl, so daB die 
NaCl-Konzentration nur in Lésungen mit gleicher Reaktion die 
gleiche ist. Dieses Verhiltnis spielt jedoch keine Rolle, weil / von der 
NaCl-Konzentration fast nicht beeinfluBt wird, wenn die Na(Cl- 
Konzentration nur innerhalb der Grenzen 0,33 und 3,3°/, liegt. 


Phosphatpuffer py = 6,8. 
































tin ° k log k 0, Qs A 
) 47,1 0,003] + 1,7 , 
“te pit ’ ft 1,29 | 12,7 | 47 100) 
(| 55,0 0,014] + 0,85 ], , 
| 1,89 | 560 | 187000 
58,1 0,1 0,0 
| 1,72 | 230 120 000 
246 J] 61,4 0,6 0,78 123 000 
} 1,70 | 204 | 119000 
64 24 1,38 
| 1,63 | 178 118 500 
69,3 | 320 2,57 
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Zunichst wurde der TemperatureinfluB bei neutraler Reak- 
tion, d. h. innerhalb des Reaktionsbereiches, wo die Haltbarkeit 
des Ptyalins am gréBten ist, untersucht. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich schwankt Q,, sehr stark der 
Temperatur gegeniiber; es ist jedoch zweifelhaft, ob der Wert 
von 47,7—55° ein reeller ist. Wahrscheinlich hitte die Haltbar- 
keit bei 47,7° wesentlich gréBer sein miissen als gefunden wurde. 
Die Halbdestruktion hat bei dieser Temperatur mehr als 24 Stunden 
beansprucht, und es ist deshalb wohl méglich, daB die Enzym- 
destruktion — neben der von T’emperatur und Reaktion herbei- 
zufiihrenden Inaktivierung — auferdem einer bakteriellen Zer- 
setzung des Enzyms zu verdanken sei. 

Bis auf diese Bestimmung nimmt QY,, bei steigender T’empe- 
ratur stark ab. Teils wegen dieser ausgesprochenen Schwankung, 
teils wegen des sehr hohen Wertes von Q,, wird es zweckmaBiger 
sein, zu berechnen. Es zeigt sich dann, daB die Destruktions- 
geschwindigkeit bei 1° Temperatursteigerung um ungefabr 1,6—1,9 
zunimmt. 

Euler und Laurin’) heben hervor, daB sich die Temperatur- 
stabilitat der Enzyme am besten durch die Héhe der Inakti- 
vierungskonstante ausdriicken labt. Wiinscht man die ,,Tétungs- 
temperatur“ aufzugeben, schlagen sie vor, hierunter diejenige 
Temperatur zu verstehen, bei welcher das Enzym ,in wiBriger 
Lésung ohne Substrat (bei festgelegtem bzw. optimalem p,,) nach 
60 Minuten langer Erhitzung auf die Hialfte seiner Aktivitit 
herabsinkt“. 

Der Ausdruck ,,Tétungstemperatur* ist vielleicht in Betracht 
des Umstandes, daB die Enzyme nicht lebendig sind und deshalb 
nicht getétet werden kénnen, nicht sehr schén und 1&Bt sich 
vielleicht durch den Ausdruck ,,Halbdestruktionstemperatur“ er- 
setzen; dieselbe entspricht einer Destruktionskonstante h = 0,69; 
log k = — 0,16. 

Die ,,Halbdestruktionstemperatur“ ist bei p,, = 6,8, 0,9°/, 
NaCl und einer Speichelkonzentration von 1,8°/, = 57,5°. 


Versuch bei saurer Reaktion. 

Bei saurer Reaktion, wo das Ptyalin sehr labil und seine 
Empfindlichkeit Reaktionsverschiebungen gegeniiber sehr groB ist, 
ist seine Empfindlichkeit der Temperatursteigerung gegeniiber (bei 
unverindertem C,,,) relativ geringfiigig. 





1) Diese Z. 108, 64 (1919). 
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Citratpuffer py = 3,2. 

















¢t in ° log k Pr0 A 

0 2.15 4,9 
10,2 146 9.6 
20,0 0,58 12 ali 
30,0 0.5 19,5 
40,0 1.79 . 











Die Halbdestruktionstemperatur ist 19°. 

Bei Kérpertemperatur (und deshalb Temperatur im Ventrikel) 
wird Halbdestruktion bei dieser Reaktion im Lauf von ungefaihr 
1 Minute vollzogen sein, und zwar sogar bei einer Reaktion, 
welche — der bestehenden Reaktion des Magensaftes und der 
kinftigen Reaktion des Mageninhaltes gegeniiber — als eine 
schwach saure Reaktion zu erachten ist. 

Somit scheint keine Méglichkeit dafiir zu bestehen, dab das 
Ptyalin den Aufenthalt im Magen iiberdauern kann. 


Citrat Pr = 4,0. 

















t in ° log k Pro A 
30 - US 
35,6 — 0,62 os 
40,0 0,1 64 200 
47,8 1,19 

} 13 
52,8 1,74 





Wenn man die Haltbarkeit des Ptyalins bei p,4 mit der 
Haltbarkeit bei p,, 3,2 vergleicht, sieht man, daB diese Reaktions- 
verinderung die Enzymdestruktion ebenso stark beschleunigt wie 
eine Temperaturerhéhung von 20°. 

In groben Ziigen darf somit wohl behauptet werden, daB die 
Diastase in Beriihrung mit Magensaft (C, = 107") ebenso rasch 
vernichtet wird, wie bei Erhitzung auf 100°. 

Q,) ist im gesamten Versuchsmaterial einigermaBen konstant, 
wie weit der niedrigere Wert bei der héchsten Temperatur ein 
reeller ist, 14Bt sich nicht mit Sicherheit sagen, da der Bestimmung 
bei 52,8° wegen der sehr raschen Destruktion, von welcher hier 
die Rede ist, eine groBe Ungenauigkeit anhaftet. Die Halbdestruk- 
tionstemperatur ist 38—39°. 
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Versuch bei basischer Reaktion. 


Nach den Untersuchungen von Walbum!) ist die Wasser- 
stoffionenkonzentration in der Sérensenschen Citratsalzsiure 
sowie in der Phosphatpufferlésung unabhingig von der Temperatur. 
Dasselbe trifft aber fiir Boratsalzsiure nicht zu. In diesem Falle 


steigt C,, 


diesbeziigliche Korrektion eingefiihrt worden. 


mit wachsender Temperatur. In der Tabelle ist eine 


6,5 cem Borat + 3,5 cem n/10-HCl; py bei 20° = 8,5. 



































; log & korr. 
0 1 P 
¢ in Pr’) log k auf py = 8,34 Pro A 
45 8,38 — 2,27 — 2.32 
‘ 1050 142 000 
50,2 8,35 — 0,72 — 0,7 
y } 710 139 000 
54,4 8,33 0,45 0,45 
} 73 87 000 
60,2 8,30 1,51 538 — ——— 
Q,, 340 | A 122000 


Die Berechnung von Q,, fiir das ganze Intervall ergibt bei 
konstantem p,,: 340; unterlaBt man diese Korrektion ergibt sich 
Qo = 272. Hierbei sei jedoch bemerkt, daB diese @,, einfach als 
eine ZahlengréBe zu betrachten ist und nicht als Temperatur- 
konstante aufgefaBt werden darf. Wie aus der letzten Kolonne 
ersichtlich, nimmt @,, bei steigender Temperatur sehr stark ab. 
Die Halbdestruktionstemperatur ist bei dieser Reaktion = 52°. 














Boratpuffer. 8 ccm Borat + 2 ccm NaOH; py bei 20°= 9,5. 
, log & korr. 
0 
¢ in Pu log k auf py = 9,16 Oro A 
45, 9,25 — 1,51 — 1,59 
; |} 3000 |: 163 500 
50,2 9,20 0,28 0,22 
, } 390 126 000 
54, 9,16 1,31 1,31 
} 32 76 500 
60,2 9,11 2,15 2,20 —— 
Q,, 310 | A 121000 

















Q, Yariiert noch mehr mit der Temperatur als bei den frither 
genannten Reaktionen. Die Aufstellung einer Kurve iiber die 
Variation von log k mit der Temperatur bei konstantem p,, er- 
moglicht die Berechnung des Q,-Wertes bei den einzelnen Tempe- 
raturen. Die Variation wird dann noch mehr ausgesprochen, und 


') Vgl. Walbum, Biochem. Z. 107, 219 (1920). 
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zwar ausgehend von Y, = 2,5 von 45—46° — einem Q,, = 12000 
entsprechend — bis Q, = 1,5 bei 59—60° — einem Q,, = 32 
entsprechend. 

Die Halbdestruktionstemperatur ist hier ungefihr 49°. 

Aus den Versuchen ergibt sich, wie bereits gesagt, in den 
neisten Fallen bei steigender Temperatur eine stark ausgesprochene 
Abnahme des Q,,. Je niedriger die T’emperatur, eine um so 
gréBere Zunahme der Destruktion des Enzyms wird somit eine 
bestimmte Temperatursteigerung herbeifiihren. 

Nach Lage der Dinge kann somit nicht von einer fiir das 
Enzym kritischen Temperatur gesprochen werden, bei welcher die 
Destruktion einsetzt. Der férdernde Einflu8 der Temperatur- 
steigerung auf die Knzymdestruktion gilt auch bei den niedrigeren 
Temperaturen; er ist hier sogar noch ausgesprochener, wenngleich 
selbstverstiindlich immerhin erinnert werden mu, dai man bei 
den gegebenen Bedingungen eine gewisse Temperatur iiberschreiten 
muB, um eine derart grofe Destruktionsgeschwindigkeit zu er- 
reichen, da sie innerhalb der angewandten Versuchsperiode merk- 
bar werden kann. 

Bei der Untersuchung iiber den Kinflu8 der Temperatur auf 
die Enzymdestruktion begegnet uns — da hier von einem ganz 
auBerordentlich reaktionsempfindlichen Vorgang die Rede ist — 
eine theoretische Schwierigkeit. 

Falls man unter Benutzung eines Citratpuffers bei saurer 
Reaktion arbeitet, dringt sich die Frage nicht nennenswert auf. 
Dem Citratpuffer gilt nimlich nach Walbum, daB die Wasserstoff- 
ionenkonzentration dieser Lésung von der T’emperatur unbeein- 
fuBt bleibt, was, da die Dissoziationskonstante des Wassers mit 
der Temperatur sehr stark steigt, allerdings besagt, daB die Coy -- 
Konzentration dieses Puffers mit der steigenden Temperatur er- 
heblich gesteigert wird; da wir indessen zu der Annahme berechtigt 
sind, daB bei gesteigerter Wasserstoffionenkonzentration sehr stark 
zunehmende Diastasedestruktion von H* katalysiert wird, sind 
diese Anderungen der OH*-Konzentration der Lésung sicher ohne 
nennenswerte Bedeutung. 

Etwas anders stellt sich indessen die Sache, falls man die- 
selbe bei basischer Reaktion untersucht und hier z. B. einen 
Boratpuffer benutzt. Das p,, dieser Puffer aindert sich (wenn auch 
nur wenig) mit der Temperatur. Fiir diese Anderung laBt sich 
eine Korrektur einfiihren, so daB die Destruktionsgeschwindigkeit 
auf gleiches p,, bezogen wird. 
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Die Frage meldet sich aber, ob es etwa noch korrekt sein 
diirfte — da bei gesteigerter OH*-Konzentration die Destruktion 
stark zunimmt — hier Vergleichungen bei derselben OH*-Konzen- 
tration durchzufihren, falls es sich um den KinfluB der Temperatur 
an sich auf die Enzymdestruktion handelt. 

Da die Variation der Destruktionsgeschwindigkeit bei ge- 
gebenen Reaktionsverschiebungen bekannt ist, ist eine solche Kor- 
rektur durchfihrbar. 

Die nachstehende Tabelle zeigt die Hohe der in den Q, ,- Werten 
eintretenden Veriinderungen abhiingig davon, ob sich die Bestim- 
mungen auf dasselbe Cg, oder Coy: beziehen. Die Werte fiir 
konstantes Cy, sind bei sauren Reaktionen, die Werte fiir kon- 
stantes Coy. bei basischen Reaktionen hervorgehoben. 

Dieser Korrektur darf jedoch kein zu groBes Gewicht bei- 
gemessen werden; die vorgenommenen Berechnungen dienen nur 
dazu, uns eine mit diesen Berechnungen verkniipfte Komplikation 
zu zeigen und uns ferner darauf hinzuweisen, daB die gefundene 
GréBe Q,, in erster Reihe als eine rein empirische GréBe zu er- 
achten ist. Die vorgenommenen Versuche erméglichen namlich 
keine vollauf erschépfende Analyse des Temperatureinflusses. 
Man mu8 sich in den obengenannten Versuchen vorstellen, daf 
der KinfluB der Temperatur einmal dem von ihr ausgeiibten 
fordernden Einflu8 auf die Geschwindigkeit der chemischen Vor- 
ginge an sich zu verdanken ist, und ferner, daB dieser Einflui 
auf den indernden Hinflu8 der Temperatur auf das Cy, oder Con: 
des Systems zuriickzufiihren sein mag, und schlieBlich ist es wohl 
auch denkbar, daB die Temperatur die Dissoziation des Enzyms 
beeinfluBt, so daB diese mit steigender Temperatur zunimmt. 
Falls nun der Sachverhalt ein derartiger ist, da8 das nicht-dissoziierte 
Enzym die gréBte Stabilitit besitzt, wird eine Temperatursteigerung 
auch in dieser Weise die Destruktionsgeschwindigkeit beeinflussen. 

Méglicherweise muf8 die Erklirung der ungemein groBen 
Temperaturabhingigkeit der Enzymdestruktion zum Teil in dem 
Umstande zu suchen sein, daB wir einer Reihe verschiedener 
Teilfunktionen gegeniiberstehen, auf welche sich die Temperatur 
derart geltend macht, daB die gesamte Temperaturwirkung der 
gesamten Auswirkung des Temperatureinflusses auf die einzelnen 
Vorginge zu verdanken ist. 

Als Ubersicht tiber den Kinflu8 der Temperatur auf die Halt- 
barkeit des Ptyalins bei verschiedenen Reaktionen dient die 
nachstehende Tabelie. 
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Pu 3,2 4,0 6,8') 8,34 9,16 
Q,, (konstant py) . . 10 26 300 340 310 
a t Pr) - - | 88500 | 6420 123000 | 122000 | 121000 
it -« Pon): - 235 140 250 200 180 
Zt « Pon): - 93 000 97 000 122000 | 112000 | 107000 
Pox = 10,9 9,42 6,15 4,70 3,88 

















Wie aus der Tabelle ersichtlich, ergeben sich durchaus ver- 
schiedene Werte, je nachdem man die Berechnung auf dasselbe 
Cg, oder auf dasselbe Coy korrigiert. 

Den Angaben iiber Y,, und dessen Variationen begegnet noch 
weiter die Schwierigkeit, daB @,, keine Konstante ist, sondern je 
nach der Temperatur stark variiert. Die Berechnung in der Ta- 
belle ist in der Weise durchgefiihrt worden, da fiir das ganze 
Versuchsintervall ein &,, berechnet worden ist, jedoch mit der 
MaBbgabe, daB diejenigen Werte, von welchen angenommen werden 
muB, daB ihnen besondere Fehler anhaften, nicht mitgenommen 
wurden; dies gilt der Bestimmung bei der niedrigsten Temperatur 
bei neutraler Reaktion. 

Der Vergleich wurde somit bei verschiedenen Temperaturen, 
andererseits aber innerhalb der Temperaturen angestellt, wo die 
Destruktion bei den verschiedenen Reaktionen mit gleicher Ge- 
schwindigkeit erfolgt. 

Anstatt den Temperaturkoeffizienten Q,, zu beniitzen, hat 

A-(T.— T; 
Arrhenius vorgeschlagen sich der Formel k, = se ae 
zu bedienen. 

Die Konstante A bleibt fiir eine Reihe von Vorgingen, wo 
der Q,,-Wert abnimmt, tatsiichlich gleich, und ist somit ein 
korrekterer Ausdruck fiir den Einflu8 der Temperatur auf die 
betreffenden Vorginge. Wenn indessen von derart groBen Schwan- 
kungen des Q,, die Rede ist wie hier, wird auch 4 keine Kon- 
stante sein, obgleich die Variationen viel kleiner sind. 





) Berechnet fiir das Temperaturintervall 55—64°; die Bestimmung fiir 
das niedrigere Temperaturintervall 47,7—55,0 ist wahrscheinlich mit einem 
systematischen Fehler behaftet (vgl. S. 134), wihrend die Bestimmung fiir 
das héhere Temperaturintervall (64—69,3°) wegen der sehr groBen Destruk- 
tionsgeschwindigkeit unsicher ist. 

Fiir das ganze Intervall wiirde Q,, = 89 (oder 80) sein. 

Fiir das Intervall 55—69,3° wiirde Q,, = 224 (oder 200) sein. 
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Euler und Laurin haben fiir die Invertase aus Hefe die 
Arrheniussche Konstante A berechnet und nachgewiesen, daf 
diese Konstante — wie dies auch hier der Fall gewesen ist — 
je nach der Reaktion, bei welcher die Versuche ausgefiihrt wurden, 
variiert. Die genannten Forscher gelangen zu dem Ergebnis, dag 
A bei der Reaktion sein Maximum erreicht — d.h. daB das 
Enzym bei der Reaktion am meisten temperaturempfindlich ist — 
bei welcher es sein Stabilititsmaximum hat. Auch hier stellt 
sich heraus, daB die Temperaturempfindlichkeit bei saurer Reak- 
tion, wo die Stabilitit des Enzyms sehr geringfiigig ist, schwach 
ist; immerhin scheint das sich hier geltend machende Verhiltnis 
kein allgemein giiltiges zu sein, indem uns auch bei basischen 
Reaktionen, wo die Destruktionsgeschwindigkeit aufs neue zu- 
nimmt, stets dieselbe groBe Temperaturempfindlichkeit — wenn 
man bei derselben Cy, vergleicht — begegnet. Korrigiert man 
aber auf die gleiche Coy_, nimmt Y,, oder A etwas ab, so dab 
vielleicht auch hier gesagt werden kann, daB Q,, (und A) bei der 
fiir die Stabilitit des Enzyms optimalen Reaktion am gréBten ist. 


Zusammenfassung. 


Der Einflu8 der Temperatur auf die Ptyalindestruktion ist 
untersucht worden. 

1. Q,) (bzw. Q,) varriiert sehr stark sowohl mit der Tempe- 
ratur als mit der Reaktion. Das niedrigste Q,, finden wir bei 
stark saurer Reaktion, wo das Enzym wenig stabil und Reaktions- 
verschiebungen gegeniiber sehr empfindlich ist. Bei gleicher Re- 
aktion ist @,, bei niedriger Temperatur, wo die Stabilitat eine 
groBe ist, am gréBten. 

2. Die Arrheniussche Konstante A ist bei variierter Tempe- 
ratur viel besser konstant, sie variiert mit der Reaktion und hat 
ihren gréBten Wert beim Stabilitaitsoptimum. 

3. Bei p,, = 6,8 — d. h. der Reaktion, bei welcher die Wider- 
standsfihigkeit des Enzyms die griBte ist — und bei optimaler 
Cl+-Konzentration ist die Halbdestruktionstemperatur, d. h. die 
Temperatur, bei welcher 50°/, des Enzyms im Laufe einer Stunde 
destruiert werden, 57,5°. 











lins. 


e die 
, dab 
st — 
irden, 
, dab 
> das 
_ 
stellt 
Reak- 
wach 
Altnis 
schen 
e zu- 
wenn 
man 
» dab 
1 der 
nD ist. 


n ist 


mpe- 
r bei 
10ns- 
» Re- 


eine 


mpe- 
| hat 


ider- 
naler 
. die 
unde 





141 


Uber den chemischen Verlauf 
und die physiologischen Bedingungen der Acetonkérperbildung 
aus Brenztraubensiure.*) 
Von 
Erné Annau. 





(Aus dem Institut fiir Medizinische Chemie, Universitat Szeged, Ungarn.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Februar 1934.) 


DaB der Brenztraubensiure in fermentativen und oxydativen 
Prozessen der Lebensvorginge eine bedeutende Rolle zukommt, 
ist heute auch experimentell gesichert. Schon in einem 1922 
gehaltenen Vortrag wurde von F. Knoop’) darauf hingewiesen, 
daB beim oxydativen Abbau der Kohlehydrate, desgleichen bei 
einem groBen Teil der Aminosiuren und bei den Fettsiuren 
Brenztraubensaure entsteht und dadurch diese Saiure in den Oxy- 
dationsprozessen eine zentrale Stelle einnimmt. 

In diesem Laboratorium wurden Versuche iiber den weiteren 
Abbau der Brenztraubensiure angestellt. Es wurde unter anderem 
gefunden, daB die Leber von Kaninchen und Meerschweinchen in 
vielen Fallen, jedoch nicht immer, mehr Sauerstoff in Gegenwart 
von Brenztraubensiure verbraucht (Leberbrei im Barcroft-Apparat). 
War der Sauerstoffverbrauch erhéht, so war im trichloressigsauren 
Filtrat des Breies die Nitroprussidreaktion stets stark positiv, was 
auf die Gegenwart von Acetonkérpern schlieBen lieB. 

Die Bildung von Acetonkérpern aus Brenztraubensiure wurde zuerst 
von Embden und Mitarbeitern*) nachgewiesen, die bei ihren Versuchen 
das Verfahren der Leberdurchstrémung beniitzten. Sie konnten an gesunden 
Hundelebern aus Brenztraubensiiure Acetonkérperbildung feststellen, bei 
phloridzin- und pankreasdiabetischen Lebern war sie erhéht. G. Gorr 
und J. Wagner’) arbeiteten mit Rinderleberbrei und beobachteten ebenfalls 
das Erscheinen von Aceton, wenn sie zum Brei eine Lésung von brenz- 
traubensaurem Na gaben. Sie bewiesen gleich Embden, daB das Aceton 
nicht priformiert vorhanden ist, sondern erst bei der Destillation des Ge- 
misches aus Acetessigsiure entsteht. 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, New- 
York, unterstiitzt. 
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Das Ziel dieser Arbeit war die Frage der Acetonkérper- 
bildung aus Brenztraubensiure niher zu untersuchen, da an- 
zunehmen ist, daB eben dieser Ketonkérperbildung im Hinblick 
auf die zentrale Stellung der Brenztraubensiéure im Zellstoffwechsel 
eine wichtige Rolle zukommt. Die Versuche zerfallen in zwei 
Teile: Im ersten Teil wird der chemische Verlauf des Prozesses 
behandelt. Im zweiten Teil finden die biologischen Bedingungen 
dieser Frage eine Erérterung. 

Chemischer Teil. Beziiglich des Chemismus der Acet- 
essigsdurebildung aus Brenztraubensiiure waren G. Embden und 
M. Oppenheimer‘) der Meinung, daf Acetaldehyd als Zwischen- 
glied bei diesem Stoffwechselprodukt entsteht und die erste Stufe 
des Prozesses eine Decarboxylierung der Brenztraubensiure wire. 
G. Gorr®) vermutet auf Grund eigener Beobachtungen und der 
Arbeit von C. Neuberg und B. Arnstein®), daB die Decarboxy- 
lierung erst nach dem Zusammentreten zweier Brenztraubensiaure- 
molekiile vor sich geht. Die nachfolgenden Versuche zeigen mit 
groBer Wahrscheinlichkeit, da8 bei der Acetonkérperbildung eine 
einleitende Polymerisierung von Bedeutung ist. 

Da biologische Oxydationen sich oft mit Peroxyd nachahmen 
lassen, lag der Gedanke nahe, Brenztraubensiure mittels H,0, 
zu oxydieren und im Destillat der Ansitze nach Aceton zu suchen. 
Der Versuch ergab in der mit Eis gekiihlten Vorlage stets eine 
positive Nitroprussidreaktion ; wenn die Versuchsbedingungen giinstig 
gewahlt wurden, konnte man das Aceton als 2,4-Dinitrophenyl- 
hydrazon isolieren (Schmelzp. 128°). 

Im allgemeinen waren aber die Mengen des so erhaltenen 
Acetons ganz gering und erreichten nicht einmal die Werte, welche 
man im biologischen Versuche mit Leberbrei erhalten kann. Ks 
gelang jedoch die Ausbeute an Aceton zu steigern, indem man 
die Brenztraubensiure bei ammoniakalischer Reaktion oxydierte. 
Bei der oxydativen Bildung von Aceton scheint dem Ammoniak 
eine besondere Rolle zuzukommen, denn wenn die Oxydation bei 
demselben p,,, aber in Gegenwart von NaOH statt Ammoniak 
vorgenommen wurde, konnte man keine besseren Werte als in 
neutraler Liésung erhalten. Es ergab sich weiter, dab bedeutend 
mehr Aceton zu erhalten war, wenn die Brenztraubensiure, bzw. 
ihr Natriumsalz iiber Nacht in n/10-Ammoniak gelést, stehen 
gelassen und erst danach oxydiert wurde. 

Diese Beobachtungen sprechen dafiir, daB die Bildung von 
Aceton aus Brenztraubensiure tatsiichlich mit einer vorherigen 
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Polymerisierung verknipft ist. Theoretisch ist die Reaktion am 
leichtesten iiber Parabrenztraubensiure abzuleiten, welche Siure 
nach den Untersuchungen von L. Wolff’) und de Jong’) als 
Kondensationsprodukt in den wibrigen Lisungen der Salze der 
Brenztraubensaéure schon von selbst, rascher aber bei Gegenwart 
bestimmter Kondensationsmitttel, wie KCN, KOH, NH, usw. zu- 
stande kommt. Diese Annahme wiirde auch gut mit den physio- 
logischen Befunden iibereinstimmen, wonach Aceton aus Brenz- 
traubenséure auch nur iiber den Weg Parabrenztraubensiiure— 
Acetessigsiure ableitbar ware. 








CH, CH, CH, CH, CH, CH, 
c=0 + bo > (<OH. aed HOH > C=0 > o=0 
COOH boou CH, on, cH, CH, 

bo soox COOH 

coon 

Tabelle I. 

preie | Na pyrav. | Sarge | Neppoue| Ne pr | na pyr. 
Siure | neutr. Lés. | p,, 10,5 Py 10,5 | iiber Nacht NH,Cl 
1,03 4185 : 4,50 | 9,15 29,7 5,28 




















Acetonwerte in mg 


Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, kommt sogar dem 
Ammoniumchlorid in waBriger Lésung eine geringe kondensierende, 
bzw. acetonbildende Fahigkeit zu. 


Methodisches. Im Falle ich nicht mit der freien, frisch iiber- 
destillierten Siiure arbeitete, beniitzte ich stets das Natriumsalz der Brenz- 
traubensiiure. 1,20 g dieses Salzes (1,0 g freier Siure entsprechend) wurde 
in 300 cem destilliertem Wasser bzw. NaOH oder NH,OH-Lésung von 
Pu 10,5 gelést. Als Katalysator diente eine Spur von MnQ,. Da die be- 
rechnete Menge des Wasserstoffperoxyds nicht ausreichte um die gesamte 
Brenztraubensiure zu oxydieren, gebrauchte ich das 2,5 fache des theore- 
tischen Wertes. Benutzt wurde die 30°/,ige wiiBrige Lésung des Merck- 
scthen Handelspriparates Hyperol. Die Oxydation wurde in einem, mit 
einem Liebigkiihler verbundenen Fraktionierkolben vorgenommen. Der 
Kiihler war mit einem Mikrokaliapparat verbunden, der als Vorlage diente 
und mit 10 cem destilliertem Wasser gefiillt war. Die Oxydation verlief 
in drei Etappen. Zuerst wurde das Reaktionsgemisch im Wasserbade auf 
60—70° vorerwiirmt und dann das Hyperol tropfenweise dazu gegeben. 
Nachdem das ganze Hyperol zugefiigt war, wurde das Wasserbad 15 Mi- 
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nuten auf 80°, dann weitere 15 Minuten zum Sieden gebracht. Darauf kam 
der Fraktionierkolben 15 Minuten auf freie Flamme, um das Gemisch sieden 
zu lassen und um alles Aceton abzudestillieren. Wéhrend der ersten zwei 
Etappen der Reaktionszeit wurde ein mifiger Strom von Stickstoffgas durch 
den Kolben geleitet. Nach beendeter Reaktion wurde die Vorlage entleert und 
das Aceton entweder als 2,4-Dinitrophenylhydrazon gefillt, oder aber nach 
der Methode von Denigés-van Slyke quantitativ bestimmt. Einen sicheren 
Anhaltspunkt iiber die Menge des gebildeten Acetons zu erhalten ist 
schwer, da ein Teil der bei der Reaktion vermutlich entstandenen Acet- 
essigsiure und auch Aceton sicher schnell weiter oxydiert wird und nur 
derjenige Teil zu erfassen ist, der aus dem Reaktionsgemisch iiberdestilliert. 

Die Beobachtung, daB die Bildung der Acetonkérper durch 
die Oxydation der Brenztraubensiiure mittels H,O,, in rein wib- 
rigem Milieu, itiber die Stufe eines polymeren Produktes verliuft, 
findet eine Stiitze auch in physiologischen Versuchen. Guibt man 
zum Kaninchenleberbrei ein Na-Salz der Brenztraubensiiure, wel- 
ches iiber Nacht in n/1-NaOH gelést stehen gelassen wurde, um 
das Zustandekommen polymerer Produkte zu begiinstigen, so erhiilt 
man 3—4mal mehr Aceton, als wenn man dieselbe Menge frisch 


gelistes Pyruvinat zu ebensoviel Leberbrei gibt. 
Tabelle IL. 























- Zeitdauer 
des Hungerns 0 48 120 
in Stunden 
att oe | 081 | 1,65. 084 
(3,09) (4,20) (2,12) 
Acetonwerte 0,90 1,55 
in mg (2,00) (5,60) 
1,08 
(0,99) 


Das gleiche ergibt Pyruvinat nach E. W. Case®) bereitet 
(Neutralisierung der frisch iiberdestillierten Brenztraubensiéure mit 
konzentrierter NaOH). Zum Vergleich arbeitete ich mit einew 
Salz, das unter AusschlieBung von Wasser mit alkoholischer 
Natronlauge hergestellt war (vgl. Tab. II und V). 

Die Annahme, daB die Acetonkérperbildung aus Brenztrauben- 
siure iiber eine polymere Verbindung zustande kommt, findet eine 
weitere Bekraftigung in der Arbeit von R. Enger und H. Sieden- 
topf!°), welche Autoren gezeigt haben, dab die «-Ketovalerolacton- 
y-carbonsiure, das Anhydrid der Parabrenztraubensiure, bei der 
Leberdurchstrémung auch Ketonbildner ist. 

Physiologischer Teil. Zwei Faktoren haben einen Kin- 
fluB auf die Ketogenese aus Brenztraubensiure. Der eine ist die 
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aktuelle Ammoniakkonzentration der Leber, der andere der Er- 
nihrungszustand, bzw. Glykogenreichtum der Leber des Versuchs- 
tieres. Es ist nicht ausgeschlossen, daB beide Umstinde zu- 
sammen von Bedeutung sind, die Versuchsergebnisse lassen 
aber auch die Annahme zu, das jedem fiir sich bei der Keton- 
kérperbildung eine wichtige Rolle zukommt. 


Wie im chemischen Abschnitte dieser Arbeit bereits gezeigt 
wurde, beférdert NH, die Bildung von Aceton aus Brenztrauben- 
siure bedeutend. Es lag der Gedanke nahe zu untersuchen, ob 
ein ahnliches Verhalten dem NH, auch in biologischen Versuchen 
beizumessen wire. 


























‘abelle U1. 
Zeitdauer . Ce 
des Hungerns 0 24 48 96 
in Stunden 
6,27 2,25 5,56 6,70 Versuche mit 
Acetonwerte 5,66 514 7,98 0,1 g NH,Cl 
= =e 7,34 9,52 8,04 Versuche mit 
0,05 g NH,Cl 


Wie aus der Tabelle zu sehen ist, haben 0,10 g, bzw. 0,05 ¢ 
NH,Cl zu 25 g Leberbrei gegeben — welche Menge 1,04 mg, bzw. 
0,52 mg NH, pro 1 g Gewebe entspricht — die Acetonbildung um 
das 4—5 fache gesteigert. Die Menge des NH, scheint, in den 
von uns gewahlten Grenzen, die Produktion nicht zu beeinflussen, 
evenso scheint der Erniihrungszustand des Versuchstieres keine 
Bedeutung zu haben. 


Weitere Versuche zeigten, daB das NH, nicht nur das Ver- 
méigen besitzt, vorhandenes Pyruvinat in Acetonkérper iiber- 
zufiihren, sondern seine Gegenwart foérdert eine Brenztrauben- 
siurebildung der Leber selbst. Die Bildung der Brenztrauben- 
siure durch das Lebergewebe in Gegenwart von NH,Cl kann 
mit Hilfe der Nitroprussidreaktion colorimetrisch nachgewiesen 
werden, weiter aus dem Umstand, da’ Pyruvinat die Atmungs- 
titigkeit der Gewebe, gemessen im Barcroft-Apparat, hemmt. Gibt 
man zur Leberzellensuspension im Respirometer NH,Cl in der in 
der Tabelle angegebenen Menge, so erhilt man gegeniiber der 
Kontrolle eine Depression in der AtmungsgréBe, welche Er- 
scheinung gut mit der Bildung von Brenztraubensiure vereinbar 
ist, (Wie am Anfange der Arbeit erwahnt wurde, erhilt man in 
manchen, noch nicht erklirbaren Fillen eine Zunahme der 
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Atmungstitigkeit der Leberzellen in Anwesenheit von Pyruvinat, 


in solchen Fallen erhéht aber auch Ammoniumchlorid die Atmungs- 


gréBe der Leberzellen.) 
Tabelle IV. 
































ie aoe 20 mg 10 mg 5 mg 10 mg 

Zugegebene Substanz 0 NH,Cl NH,Cl NH,Cl Peeuy. 
Im Barcroft-Apparat a 
verbr. O, in eem/m ie mi 80,2 85,4 27,2 
Differenz in °/, . . - 29,93 17,08 8,51 25,28 
ee 6k wee + + + + ++ +++ | ++++ 
Brenztraubensiure . — b- +. +f. dn ide he 7 


Es ist zuletzt stets eine Zunahme der Acetonproduktion in 
Gegenwart von NH,Cl im iiberlebenden Lebergewebe festzustellen. 
Tab. V zeigt Acetonmengen, welche nach der Zugabe von Am- 
moniumsalz allein zum Lebergewebe, erhalten wurden. Auch hier 
scheint kein Zusammenhang zwischen dem Ernahrungszustand, 
bzw. Glykogenreichtum der Leber und der Wirkungsstiirke von 
NH,Cl zu bestehen. Diese Versuche wurden an den Lebern ge- 
sunder und pankreasdiabetischer Katzen ausgefiihrt. 


Tabelle V. 





























Leber allein | Leber mit NH,Cl 
Gesunde Katze. .... 1,09 1,81 
re 0,40 1,40 
Pankr.-diab. Katze . . . 2,53 3,22 
desgl. be Sena 0,50 0,64 


Auf die Acetonkérperbildung von Fettséiuren wirkt NH,Cl, 
wie es auch zu erwarten war, nicht ein. Dies ist ein grundsitz- 
licher Unterschied zwischen beiden Bildungsweisen der Ketonkorper. 

Nach den Untersuchungen von J. H. Quastel und A. H. W heat- 
ley!) hangt die Bildung der Acetonkérper aus Brenztraubensiure 
und aus den Fettsiuren mit gerader Zahl mit dem Glykogen- 
reichtum der Leberzellen eng zusammen. G.Gorr ) war der 
Meinung, daB bei diesem ProzeB der Ernihrungszustand des Tieres 
von Bedeutung ist, ohne seine Beobachtungen experimentell zu 
stiitzen. Die hier mitgeteilten Versuche beziehen sich auf Kanin- 
chen, welche verschieden lange Zeit gehungert haben. Die er- 
haltenen Resultate stimmen mit den Erfahrungen iiber den Hunger- 
diabetes gut zusammen. 
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Tabelle VI. 






































Zeitdauer 
des Hungerns 0 24 48 72 120 144 
in Stunden 
3,35 7,47 7,83 6,20 2,95 3,71 
Acetonwerte 2,32 7,37 9,22 
in mg 3,35 3,88 
3,32 


Leberbrei der Kaninchen zeigte, nach einer gewissen Zeit- 
dauer des Hungerns, eine Erhéhung der Acetonbildung, welche 
mit dem Fortschreiten des Fastens wieder verschwindet. Diese 
zwei Ktappen der Acetonbildung haben, wie weiter unten mitgeteilte 
Versuche zeigen werden, wahrscheinlich zwei verschiedene Ur- 
sachen. Im ersten Abschnitte der Hungerperiode, wo die 
Acetonkérperbildung vermehrt ist, ist die Umsetzung der Brenz- 
traubensiure erhéht, wogegen die weitere Oxydation der Acet- 
essigsiure nicht in demselben MaBe statttfindet. Im zweiten Abschnitte 
der Hungerperiode bleibt die Bildung von Acetonkérpern wahr- 
scheinlich dieselbe, die Acetessigsiiure wird aber im erhdhten 
Grade weiter abgebaut. 


Tabelle VIL. 






































Zeitdauer 
des Hungerns 0 12 24 48 72 144 
in Stunden 
11,36 21,72 
5,75 7,27 
Acetonwerte 3,65 5,13 
in m 5,43 11,97 
S 11,08 9,38 
‘| 966 oe 


Methodisches. Versuche mit Brenztraubensiure. Die sofort 
nach dem Tode herausgenommene Leber der Kaninchen wurde auf der 
Latapimiihle gemahlen. 25—27 g des Breies wurde in einer m/15-Phos- 
phatpuffermischung von py 6,92, in der 0,40—0,30 g Natriumpyruvinat ge- 
lést war, suspendiert. In Versuchen, wo die Wirkung des NH, auf die 
Brenztraubensiureketogenese untersucht wurde, kam neben dem Pyruvinat 
0,10—0,05 g NH,Cl dazu. Als Kontrolle diente im ersteren Falle eine 
Lebersuspension von demselben Gewichte und demselben Tiere, dem nichts 
zugesetzt war, im zweiten Falle wurde aber die gleiche Menge Pyruvinat 
zugewogen, aber ohne NH,Cl. Die Suspensionen kamen in Kolleflaschen 
auf mindestens 50 Minuten ins Wasserbad von 37,5°, wo sie gleichmabig 
geschiittelt wurden. Nach 50 Minuten wurden die Suspensionen in eis- 

10* 
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gekiihlten Zentrifugierrdhren mit 20 ccm 20°/, iger Trichloressigsiiure ver- 
setzt. Nach dem Abschleudern wurden aus 40 ccm der obenstehenden 
Fliissigkeit mit CaCO, die Saiuren gebunden und unter Zusatz von etwas 
Paraffinédl das Aceton auf freier Flamme abdestilliert und in 50 cem de- 
stilliertem Wasser unter Eiskiihlung aufgefangen. Das Destillat muBte von 
iibergegangenem Chloroform, welches aus der Trichloressigsiure wihrend 
des Destillierens entstand, abfiltriert werden. Im Filtrate wurde die Aceton- 
bestimmung nach der Methode Denigés-van Slyke gemacht. Das Aceton 
wurde zu gleicher Zeit auch mit der Nitroprussidnatriumreaktion nach- 
gewiesen. War im Zentrifugat viel unzersetzte Brenztraubensiure zugegen, 
so schlug die rote Farbe der Acetonreaktion schnell ins Tiefblaue iiber. 

Jene Versuche, welche den Nachweis der Brenztraubensiiure bzw. 
acetonkérperbildenden Fihigkeit des NH, bezweckten, wurden folgender- 
maben gestaltet. Die Lebersuspension gegeniiber den ersten Versuchen 
wurde bedeutend verdiinnt, da es sich herausstellte, daB bei einer solchen 
Konzentration die Aceton- bzw. Brenztraubensiurewerte viel besser zu 
erfassen sind. Die Gegenwart der Brenztraubensiure wurde nur auf colori- 
metrischem Wege mit der Nitroprussidreaktion nachgewiesen, die Aceton- 
werte aber quantitativ bestimmt. Die Konzentration der Lebersuspension 
richtete sich nach der in dem Barcroft-Apparat beniitzten; das heiBbt 83 ¢ 
in der Latapimiihle gemahlene Leber wurden in 9 cem 4 mal m/15-Phosphat- 
puffermischung von px 6,92 suspendiert und davon 1,5 cem in 2,5 eem 
destilliertem Wasser pipettiert, in welchem die zum Versuche beniitzten 
Reagenzien gelést waren. Die Menge des Pyruvinats betrug zumeist 10 mg 
die des NH,Cl 10—2,5 mg. 

Dieser Versuch diente nur zur Messung der Atmung und zum colori- 
metrischen Nachweis ‘der Reaktionsprodukte. Wurde die Menge des ge- 
bildeten Acetons quantitativ bestimmt, so diente gegeniiber dem Atmungs- 
versuch dazu das 10 fache Volumen an Lebersuspension in einem Kolben. 


Versuche mit Acetessigsiure. Diese Versuche wurden 
angestellt, um zu ermitteln, mit welcher Geschwindigkeit die 
Acetessigsiure von der Leber nach verschieden langer Hunger- 
periode abgebaut wird. Sie ergaben, daB in den ersten 24 Stunden 
der Hungerperiode die Acetessigsiure weniger abgebaut wird 
gegeniiber lange anhaltendem Fasten. Diese Resultate scheinen 
in guter Ubereinstimmung mit den oben gewonnenen Ergebnissen zu 
stehen, wonach das Verschwinden der Acetonkérper nach 24 baw. 
48 Stunden Hungern mit ihrem erhéhten Abbau zu erklaren wire. 


Methodisches. Die Acetessigsiiure bzw. ihr Na-Salz wurde in ib- 
licher Weise aus ibrem Ester hydrolytisch hergestellt und ihre Konzen- 
tration in der neutralen wiBrigen Liésung nach der Methode Denigés- 
van Slyke ermittelt. 1,0 cem der Stammlésung enthielt 0,1055 g Acet- 
essigsiiure bzw. 0,0602 g Aceton. Fiir parallele Versuche wurden stets 
2 Kaninchen genommen, deren eines vollernihrt war, das andere hat die 
in der Tabelle angegebene Zeit gefastet. Die Versuchsbedingungen und 
die Bestimmungen der Acetonwerte waren dieselben, wie oben angegebeo. 
Zu 27 g Leber in 50 ccm Phosphatpufferlésung kam 0,0525 g Acetessigsiiure 
entspechendes Na-Salz. 
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Zusammenfassung. 

Die Bildung der Acetonkirper aus Brenztraubensiiure in der 
Leber geschieht auf dem Wege einer vorherigen Polymerisierung 
zweier Brenztraubensiuremolekiile; Decarboxylierung und Oxy- 
dation folgen nach. Es ist wahrscheinlich, daB als erste Stufe 
dieser Reaktion Parabrenztraubensiure entsteht. Diese Annahme 
wird sowohl mit rein chemischen wie mit physiologischen Ver- 
suchen zu stiitzen gesucht. 

Ks scheint, als ob in der Leber die Polymerisierung zweier 
Brenztraubensiuremolekiile durch die Anwesenheit von NH, 
hervorgerufen wird. Wenigstens ist dies in Modellversuchen mit 
Leberbrei der Fall. 

Ammoniak wirkt wahrscheinlich auch noch in dem Sinne 
ketogen, daB es die Leber zur Bildung von Brenztraubensiure anregt. 

Auf die Fettsiureketogenese hat das Ammoniak anscheinend 
keine Wirkung, womit ein grundsitzlicher Unterschied zwischen 
beiden Entstehungsweisen von Ketonkérpern aus Brenztrauben- 
siure und aus Fettsiuren aufgezeigt ist. 

Die Fahigkeit der Leber, aus Brenztraubensiure Aceton- 
kérper zu bilden, hangt mit dem Ernahrungszustand, bzw. Gly- 
kogenreichtum der Leber zusammen. Am Anfange des Hungerns 
ist die Acetonkérperbildung erhéht, nach fortgesetztem Hunger 
vermindert. Der Grund dieser Erscheinung liegt aller Wahr- 
scheinlichkeit nach in der erhéhten Abbaufihigkeit der Leber 
fiir Acetessigsiure beim lange hungernden Tiere. 

Als endgiiltige Folgerung dieser Arbeit wiire danach anzu- 
nehmen, dab beim Zustandekommen einer Ketogenese zwei Faktoren 
ausschlaggebend sind: Glykogengehalt und erhéhte Konzentration 
an freiem Ammoniak. Letzteres bezieht sich aber nur auf die 
Ketogenese von Brenztraubensiure. 
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Uber die Krystallformen und Schmelzpunkte 
des ¢-Follikelhormons. 


Von 


A. Kofler und A. Hauschild. 
Mit 8 Figuren auf Tafel I. 


(Aus dem Pharmakognostischen Institut der Universitat Innsbruck.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Februar 1934.) 
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Bei der Durchsicht der Literaturangaben itiber die Krystall- 
formen und Schmelzpunkte des «-Follikelhormons fallen Unklar- 
heiten und Widerspriiche auf, die uns eine eingehende krystall- 
optische Untersuchung und Mikroschmelzpunktbestimmung an- 
gezeigt erscheinen lieBen. Die von uns in dieser Richtung 
unternommenen Untersuchungen fiihrten zur Feststellung von 
3 Modifikationen des @-Follikelhormons und damit zur 
Aufklirung der bisherigen Widerspriiche. Eine genaue krystall- 
optische Beschreibung der 3 Modifikationen erscheint in einer 
ausfiihrlichen Arbeit, die sich in der Zeitschrift ,,Mikrochemie“ 
im Druck befindet. Hier sollen kurz die Ergebnisse zusammen- 
gefaBt werden, die fiir den Nachweis des e«-Follikelhormons und 
seine Unterscheidung von anderen ibnlichen Substanzen von Be- 
deutung sind. 

Fiir die Untersuchung eignen sich in erster Linie die be- 
sonders schén ausgebildeten Krystalle, die bei der Mikrosublimation 
entstehen. Daneben wurden aber auch Krystalle gepriift, die aus 
Liésungen mit verschiedenen Liésungsmitteln hergestellt waren. 
Als Ausgangsmaterial diente das International Standard for the 
Oestrus-producing Hormone des National Institute for Medical 
Research, London. 

Die 3 Modifikationen lassen sich bis zu einem gewissen Grade 
am Habitus, mit Sicherheit aber durch die krystalloptische Unter- 
suchung und durch die Mikroschmelzpunktbestimmung unter- 
scheiden. 

Die rhombisch-metastabile Modifikation bildet in den 
Mikrosublimaten entweder flichenreiche Kérner oder sechseckige 











Uber die Krystallformen und Schmelzpunkte des a-Follikelhormons. 15] 


Tafelchen mit geringer Doppelbrechung. Die Brechungsindizes 
betragen @ = 1,594, 8 = 1,628, y = 1,647. Diese Modifikation 
schmilzt unter dem Mikroskop bei 256°. 

Die monoklin-metastabile Modifikation tritt in den Mikro- 
sublimaten in Form rhomboidischer Blattchen auf, die durch Ab- 
stumpfung der spitzen Ecken hiufig sechseckigen Umri8 annehmen. 
Die Krystalle sind stark doppelbrechend und schmelzen unter 
dem Mikroskop bei 256° Die Brechungsindizes betragen « = 1,520, 
B = 1,642, y = 1,690. Diese Krystalle sind mit dem von Slawson?) 
untersuchten Theelin identisch. 

Die rhombisch-stabile Modifikation umfaBt stengelige oder 
prismatische Krystalle, die sich in 2 Auflagerungen ausbilden. 
Die Doppelbrechung ist noch stiirker als die der monoklin- 
metastabilen Form. Die Brechungsindizes betragen « = 1,512, 
8 = 1,619, y = 1,692. Diese Modifikation schmilzt unter dem 
Mikroskop bei 259°. 

Aus Lésungen gelang es uns nicht, die rhombisch-stabile 
Form, sondern nur die beiden anderen Formen zu gewinnen. 
Aus einer konzentrierten Lisung in 20°/,igem Alkohol erhilt man 
iibereinstimmend mit den Literaturangaben die monoklin-meta- 
stabile Modifikation in kurzen Prismen oder diinnen sechseckigen 
Tafeln. Nur vereinzelt finden sich schief ausléschende Krystalle 
der monoklinen Modifikation. Lésungen von e-Follikelhormon in 
Methylalkohol liefern beim Verdunsten nur Krystalle der rhom- 
bisch-metastabilen Moditkation. 

Bei der Schmelzpunktbestimmung der Sublimate unter dem 
Mikroskop zeigt jede der 3 Modifikationen einen scharfen Schmelz- 
punkt. Aber nicht jeden Krystall der beiden metastabilen Formen 
kann man bei der entsprechenden Temperatur zum Schmelzen 
bringen, da sich die Krystalle hiufig vor dem Erreichen des ihnen 
zukommenden Schmelzpunktes entweder verfliichtigen oder in eine 
Modifikation mit héherem Schmelzpunkt umwandeln kénnen. Die 
rhombisch-metastabilen Krystalle neigen am leichtesten zur Um- 
wandlung, die meist zur Entstehung der rhombisch-stabilen Form 
fiihrt. Aber auch die Umwandlung dieser Krystalle in die nur 
wenig héher schmelzende monoklin-metastabile Form konnte 
wiederholt beobachtet werden, wenn auBer den rhombisch-meta- 
stabilen auch monokline Krystalle vorhanden waren. Verhiltnis- 
miBig bestiindig ist die monoklin-metastabile Modifikation, deren 
Umwandlung in die stabile Modifikation nur bei Beriihrung mit 
stabilen Krystallen eintritt. Diese Vorgiinge stellen sich unter 
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dem Mikroskop wihrend des Arbeitens meist so dar, daB die in 
den Sublimaten vorhandenen monoklinen oder stabilen Krystalle 
wachsen, wihrend sich die rhombisch-metastabilen Krystalle ver- 
kleinern. Erreicht ein derartig wachsender stabiler Krystall eine 
der beiden metastabilen Formen, so findet von dem Beriihrungs- 
punkte ausgehend eine rasch fortschreitende Umwandlung des 
urspriinglichen Krystalles statt. Hiaufig zeigt sich die Umwand- 
lung als schlagartige Apposition der Masse des metastabilen 
Krystalles an den stabilen, so daf dem stabilen Krystall an der 
entsprechenden Stelle ein vollkommen gleichgerichteter Krystall 
aufsitzt. 

Zum Beweis der chemischen Einheitlichkeit der 3 Krystall- 
formen gehért auch die Riickverwandlung der rhombisch- 
stabilen und der monoklin-metastabilen Modifikation in die 
rhombisch-metastabile. Dies liBt sich durch entsprechend geleitete 
Mikrosublimation mit Impfung bewerkstelligen. Demnach ist es 
also méglich, aus jeder der 3 Modifikationen die beiden anderen 
Krystallformen zu gewinnen. 

AuBer dem internationalen Standardpraiparat standen noch 
kleine Mengen von krystallisiertem Perlatan der chemischen 
Fabrik C.F. Boehringer & Séhne, Mannheim, von krystalli- 
siertem Follikelhormon der chemischen Fabrik Sanabo-Chinoin, 
Wien, und von Reinsubstanz des Follikulin-Menformon der 
chemischen Fabrik Degewop, Berlin, zur Verfiigung, die uns 
die Firmen in dankenswerter Weise iiberlassen hatten. Alle diese 
Priparate lieferten bei der Mikrosublimation und bei der Kry- 
stallisation aus Lésungen die gleichen Krystalle wie das inter- 
nationale Standardpraparat. 

Im internationalen Standardpriparat wurde nur die rhom- 
bisch-metastabile Modifikation in Form yon dicken Krystall- 
triimmern gefunden. Das Menformon und das Perlatan enthalten 
die rhombisch-metastabile und die rhombisch-monokline Modi- 
fikation, das Perlatan von der letzteren allerdings nur geringe 
Mengen. Das Priaparat der Sanabo-Chinoin besteht ausschlieBlich 
aus monoklin-metastabilen Krystallen. 

Entsprechend dem Vorhandensein verschiedener Modifikationen 
zeigen die Originalsubstanzen auch bei der Mikroschmelz- 
punktbestimmung Unterschiede. Die rhombisch-metastabile 
Modifikation des Menformons geht durch Sublimation teils in die 
schon vorhandene monokline, teils in die rhombisch-stabile Modi- 
fikation iiber, so daB man hier ein Schmelzen bei 254°, bei 256° 
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und bei 259° beobachten kann. Das Praparat der Sanabo-Chinoin, 
in dem lediglich monokline Krystalle gefunden wurden, schmilzt 
bei 256° Ein héherer Schmelzpunkt konnte bei dieser Substanz 
niemals wahrgenommen werden. Beim Standardpriparat kann 
man Schmelzpunkte von 254° und von 259° sehen, weil sich ein 
Teil der rhombisch-metastabilen Krystalle durch Sublimation in 
die stabile Modifikation umwandelt. Wieder anders verhilt es 
sich mit dem Perlatan, das wie oben erwihnt, gréBtenteils aus 
rhombisch-metastabilen Krystallen in Form dinner 6 seitiger 
Blittchen besteht, die sehr leicht sublimieren und dabei in die 
stabile Modifikation tibergehen, so daB fast nur Schmelzpunkte 
von 259° beobachtet werden. 

Unsere Beobachtungen machen es wahrscheinlich, daB auch 
bei der iiblichen Makrobestimmung das Auftreten der Modi- 
fikationen zu verschiedenen Schmelzpunkten des e@-Follikelhormons 
fihren kann. Butenandt und Mitarbeiter [Butenandt und 
Stérmer’), Butenandt und Jacobi’) Butenandt und West- 
phal*)] nennen fiir das g-Follikelhormon mehrere Schmelzpunkte 
zwischen 254° und 257° (unkorr.) ohne Angaben iiber die Griinde 
der Differenzen. Girard, Sandulesco, Fridenson und Rut- 
gers®) und ebenso die Firma Boehringer fihren einen Schmelz- 
punkt von 259—260° (korr.) an. Die franzésischen Autoren 
beobachten bei ihren aus reinem Methylalkohol hergestellten 
Krystallen, die zweifellos aus der rhombisch-metastabilen Modi- 
fikation bestanden, bei der Makrobestimmung einen Schmelzpunkt 
von 259—260°, obwohl die rhombisch-metastabile Modifikation 
selbst einen Schmelzpunkt von 254° hat. Girard und seine 
Mitarbeiter sahen ebenso wie die Firma Boehringer bei der 
Makrobestimmung nicht die in ihren Priparaten urspriinglich 
vorliegenden rhombisch-metastabilen Krystalle, sondern die beim 
Erhitzen unvermeidlich daraus entstehenden stabilen Krystalle 
schmelzen. Diese Schmelzpunktsunterschiede von 254—260° 
miissen nicht unbedingt auf verschiedenen Reinheitsgrad der 
Priparate zuriickgefiihrt werden. 

Die von Girard, Sandulesco, Fridenson, Gaudefroy 
und Rutgers®) als orthorhombisch bezeichneten Krystalle sind 
mit unserer rhombisch-metastabilen Modifikation identisch. Aller- 
dings finden sich in den Angaben der franzésischen Autoren 
mancherlei Widerspriiche, die sich am leichtesten durch die An- 
nahme erkliren lassen, daB die Bestimmungen an verschiedenen von 
den Autoren nicht erkannten Modifikationen vorgenommen wurden. 
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Das bei den vorliegenden Untersuchungen beniitzte Polari- 
sationsmikroskop samt Universaldrehtisch wurde uns iiber Ver- 
mittlung der Osterreichisch-Deutschen Wissenschaftshilfe 
von der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zur 
Verfiigung gestellt, wofiir wir auch an dieser Stelle den besten 
Dank aussprechen. 
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Erklarung zu den Mikrophotographien auf der Tafel. 


VergréBerung der Fig. 1 und 21 80 fach, Fig. 3—5 33 fach, Fig. 6—8 65 fach. 

Fig. 1 stellt in einem Mikrosublimat drei Modifikationen des «-Follikel- 

hormons dar, und zwar sind die beiden fast regelmiBigen sechs- 

eckigen die rhombisch-metastabile, die schiefwinkelige Tafel die 
monokline Modifikation, die beiden stengeligen Krystalle rechts die 
rhombisch-stabile Modifikation. 

Rhombisch-metastabile Krystalle in Form langer Stengel. Auf der 

linken Seite des Bildes eine grofe monokline Tafel. 

Fig. 3. Links oben ein schwarzer rechteckiger Krystall. Etwas links von 
der Mitte ein schriigliegender, gestreckt sechseckiger monoklin-meta- 
stabiler Krystall. Darunter ein nicht entwirrbares Aggregat. Alle 
iibrigen Krystalle sind rhombisch-metastabil. 

Fig. 4. Bei 254° schmelzen die rhombisch-metastabilen Krystalle; am rechten 

Rand hat sich ein monokliner Krystall entwickelt. 

. Bei 256° schmelzen auch die monoklinen Krystalle, nur der stabile 
Krystall links oben bleibt erhalten. Die zahlreichen kleinen, zwischen 
den Schmelztropfen liegenden Trépfchen sind durch Kondensation 
von Dimpfen entstanden. Dasselbe gilt auch fiir mehrere andere 
Figuren, insbesondere fiir Fig. 6. 

Fig. 6. Links oben ein groBer rechteckiger Krystall in Beriihrung mit einem 

rhombisch-metastabilen. Die iibrigen Krystalle sind rhombisch- 

metastabil. 

Der stabile Krystall hat sich durch die Sublimationsdimpfe der 

iibrigen Krystalle stark vergréSert und den anliegenden metastabilen 

Krystall in den stabilen mit gleicher Orientierung umgewandelt. 

Die iibrigen metastabilen Krystalle sind im Schmelzen begriffen. 

Fig. 8. Der stabile Krystall hat sich noch mehr vergré8ert und befindet 
sich unmittelbar vor dem Schmelzen. 
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Beitrige zur Kenntnis der ungesittigten Ketone 
aus Desoxybiliansiure und Isodesoxybiliansaure. 


Von 


T. Shimizu und T. Kazuno. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, Japan.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Miirz 1934.) 


Wieland’) und Borsche?) fanden als Nebenprodukt bei 
der Bildung der Brenzdesoxybiliansiiure C,,H,,0°%) (I) aus der 
Desoxybiliansiure C,,H,,0O, ein ungesittigtes Keton C,,H,,O (I), 
das unter Abspaltung von je einem Mol Kohlensiiure und Wasser 
aus der Brenzdesoxybiliansiure gebildet wird. Vor einiger Zeit 
waren uns Desoxybiliansiure und Isodesoxybiliansiure zugiinglich, 
iiber welche letztere einer von uns in Freiburg i. Br. gearbeitet 
hat. Aus diesen Siuren wurde bei der Destillation je ein neues 
ungesittigtes Keton erhalten. 

Das Keton aus Isodesoxybiliansiiure ist ein farbloses Ol, das 
in den meisten organischen Lésungsmitteln leicht léslich ist und 
nicht krystallinisch zu erhalten war. Durch Hydrierung wird es 
aber unter Aufnahme von einem Mol H, in ein in Blittchen 
krystallisierendes gesittigtes Keton von der Formel C,,H,,0 ver- 
wandelt, das linksdrehend ist und [a@]** =— 96,80° hat. Das 
neue ungesiittigte Keton ist isomer mit dem aus Desoxybilian- 
siure erhaltenen. 

Aus dem Destillationsprodukt von 200 g Desoxybiliansiure 
wurde nach Wieland und Kulenkampff*) Brenzdesoxybiliansiure 
und ungesittigtes Keton C,,H,,O (Schmelzp. 144°) erhalten. Aus 
dieser Mutterlauge schied sich nach halbjihrigem Aufbewahren 
eine Krystallmasse ab, aus der ein in Ather unldslicher Teil von 
0,1 g abgetrennt wurde; daraus lieB sich ein neues ungesiittigtes 
Keton von der Formel C,,H,,0 krystallisieren, das bei 153° 
schmilzt und [«]?? = + 110,75° hat. 

Das Keton C,,H,,O wird durch Hydrierung unter Aufnahme 
von einem Mol H, in ein gesittigtes Keton vom Schmelzp. 136° 
iibergefiihrt, das mit dem von Wieland isolierten Keton keine 





') Diese Z. 142, 191 (1925). *) Ber. chem. Ges. 57, 1435 (1924). 
*) H. Wieland u. A. Kulenkampff, Diese Z. 108, 295 (1919/20). 
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Depression gibt. Das neue ungesittigte Keton aus Desoxybilian- 
siure ist also mit dem von Wieland erhaltenen isomer und ist 
wahrscheinlich durch Verschiebung der Doppelbindung unter den 

Einflu8 der hohen Temperatur entstanden. 
Aus dem ungesittigten Keton vom Schmelzp. 144° wurde 
| durch Hydrierung mit Platinoxyd das gesattigte Keton C,,H,,0 
| dargestellt, das in Eisessiglésung zu einer Verbindung C,,H,,OBr (II) 
bromiert werden konnte. Das Bromatom wird an das tertiiire 
Kohlenstoffatom C, getreten sein, wie Wieland und Posternak:) 
| auch bei der Bromierung der Brenz-desoxy-biliansiiure beob- 


achtet haben. 
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1) Diese Z. 214, 59 (1933). 








vilian- 
nd ist 
r dem 


wurde 
A, 40 
br (III) 
rtiiire 
nak}) 
beob- 


—CH, 





Beitrige zur Kenntnis der ungesiittigten Ketone usw. 157 


Dieses Mono-bromketon wird in wasserfreier Pyridinlésung 
durch langdauerndes Erwirmen zu einem ungesiittigten Keton 
C,,H,,0 (1V) entbromiert, das bei 107° schmilzt. Das ungesiittigte 
Keton zeigt die gleiche Farbreaktion nach Liebermann-Bur- 
chard wie Cholesterin, in dem die Doppelbindung an gleicher 
Stelle, zwischen C, und C,, liegt. 

Das Keton (IV) wird in Hisessig durch Kaliumpermanganat 
zu einem Oxy-diketon C,,H,,0,, dem #-Diketon (V) oxydiert. 


22° 32 


Beschreibung der Versuche. 

Keton C,,H,,O aus Isodesoxybiliansiure. 3 ¢ Isodesoxybilian- 
siure vom Schmelzp. 224—225° wurden im Vakuum bei 3 mm 
im Olbade 1 Stunde auf 250° erhitzt; dann wurde die Temperatur 
schnell tiber 350° gesteigert, wobei der Kolbeninhalt in einigen 
Minuten vollstindig destilliert. 

Das Destillat wurde in Ather aufgenommen und mit Soda- 
lésung von der sauren Substanz befreit. Aus der mit Natrium- 
suifat getrockneten atherischen Lésung wurde nach dem Ab- 
dampfen des Lisungsmittels ein fast farbloses Ol erhalten, 
welches in Alkohol, Ather, Hisessig und Chloroform leicht léslich 
und nicht zur Krystallisation zu bringen war. Das Ol ist in 
Kisessiglésung gegen Permanganat ungesittigt und addiert Brom. 
Es zeigt braunrote Liebermann-Burchardsche Reaktion. Aus- 
beute 80 mg. 

50 mg dieses Oles wurden in 20 ccm Hisessig bei Gegenwart 
von 0,1 g Platinoxyd hydriert. Nach einigen Minuten war etwa 
1 Mol H, aufgenommen; das Reaktionsprodukt schied sich in 
Blittchen ab. Es wurde vom Platinoxyd abfiltriert und, nach 
Befreiung vom Eisessig im Vakuum, aus verdiinntem Alkohol mehr- 
mals umkrystallisiert. 

Die Krystalle sind in Kisessig schwer, in Alkohol, Ather 
und Chloroform leicht léslich; sie zeigen keine Liebermann- 
Burchardsche Reaktion und schmelzen bei 133—134°. 

Spezifische Drehung: 0,060 g Subst. in 10 eem Alkohol, 2 dm, 

@ = —1,22°; [aj2* = —96,80°. 
4,630, 4,853 mg Subst.: 14,265, 13,385 mg CO,, 4,520, 4,200 mg H,O. 
C,.H,,0 Ber. C 84,00 H 10,90 
Gef. ,, 84,05, 83,90 » 10,92, 10,80. 

Keton C,,H,,0 vom Schmelzp. 153° aus Desoxybilianséure. 200 ¢ 
Desoxybiliansiure wurden zu je 10 g im Vakuum von 3 mm bei 
250° etwa 1 Stunde lang im Olbade erhitzt und dann bei schnell 


auf 350—380° gesteigerter Temperatur vollstindig destilliert. 
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Nach Entfernung der Brenzdesoxybiliansiure und des un- 
gesittigten Ketons aus dem Destillat wurde die aitherische Mutter- 
lauge etwa 3/, Jahr stehen gelassen. Dabei schied sich eine 
Krystallmasse ab, aus der durch fraktionierte Krystallisation ein 
in Ather schwer léslicher Anteil von 0,1 g erhalten wurde, der 
aus verdiinntem Alkohol mehrmals umkrystallisiert wurde. Die 
glinzenden Blattchen schmelzen bei 153°, entfarben augenblicklich 
Kaliumpermanganatlésung und addieren Brom. Bei der Lieber- 
mann-Burchardschen Reaktion geben sie eine braune Farbe. 


Spezifische Drehung: 0,0158 g Subst. in 10 ecm Alkohol, 2 dm, 
a = +0,35°; [o]?? + 110,75°. 
4,872 mg Subst.: 11,915 mg CO,, 3,650 mg H,O. 
C,,H»O Ber. C 84,55 H 10,32 Gef. C 83,92 H 10,54. 
Hydrierung des Ketons C,,H,,0 vom Schmelzp. 153° aus Des- 
oxybiliansiure. 30 mg des neuen ungesittigten Ketons wurden in 
10 ccm Eisessig gelést und bei Anwesenheit von 0,1 g Platinoxyd 
hydriert. Nach einigen Minuten schied sich unter Aufnahme von 
einem Mol H, eine Krystallmasse ab, die aus verdiinntem Alkohol 
mehrmals umkrystallisiert wurde. Die in Blittchen krystalli- 
sierende Substanz zeigt keine Liebermann- Burchard sche 
Reaktion, entfirbt nicht mehr Permanganatlésung und schmilzt 
bei 136°. Der Mischschmelzpunkt mit dem gesittigten Keton, das 
durch Hydrierung des Ketons vom Schmelzp. 144° von Wieland 
und Borsche erhalten wurde, zeigt keine Depression. 
4,460 mg Subst.: 13,665 mg CO,, 4,350 mg H,O. 
C,.H;,0 Ber. C 84,00 H 10,90 Gef. C 83,55 H 10,90. 


Brom-keton C,,H,,OBr. 

Spezifische Drehung des Ketons C,.H,.0 vom Schmelzp. 144°: 0,0260 g 
Subst. in 10 eem Alkohol, 2 dm, 

a =+0,95°; [a]?° = + 182,69°. 

5 ¢ des gereinigten gesiittigten Ketons vom Schmelzp. 136°, 
das aus dem ungesiattigten Keton vom Schmelzp. 144° erhalten 
wurde, wurden in 30 ccm Eisessig gelést und unter leichter Er- 
warmung 50 ccm einer Brom-LHisessiglésung (4 g Brom in 100 ¢ 
Kisessig) tropfenweise hinzugefiigt. Dabei schieden sich glinzende 
6 seitige Blittchen ab, welche aus heifem Eisessig umkrystalli- 
siert wurden. Schmelzp. 140—142°. Ausbeute 3g. Aus heibem 
absolutem Alkohol umkrystallisiert, Schmelzp. 161°, ebenfalls 
6 seitige Blattchen; in heiBem Eisessig und Alkohol leicht, aber 
in kaltem schwer ldslich. 
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Spezifische Drehung: 0,0483 g Subst. in 10 cem Alkohol, 2 dm, 

a= + 0,15°; [a)]29 = + 15,52° 

4,817, 4,591 mg Subst.: 11,900, 11,290 mg CO,, 3,640, 3,440 mg H,O. — 
3,016, 3,70 mg Subst.: 0,628, 0,770 mg Br. 

C,H,,OBr Ber. C 67,15 H 8,46 Br 20,32 

Gef. ,, 67,40, 67,10 ,, 8,45, 838 ,, 20,82, 20,79. 

Ungesittigtes Keton aus dem Brom-keton. 3g Brom-keton 
wurden in 30 ccm wasserfreiem Pyridin gelést, 5 Stunden lang 
unter RiickfluB auf dem Wasserbade erwirmt und nach An- 
siuern mit verdiinnter Salzsiure eine Nacht in Kiltemischung 
stehen gelassen. Dabei erstarrt das Reaktionsgemisch zu einer 
harten Masse, die nach dem Trocknen unter Erwiirmen mit ab- 
solutem Ather einige Stunden extrahiert wurde. Aus der Atheri- 
schen Liésung werden beim Stehen Blattchen abgeschieden, die, 
aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, bei 107° schmelzen. 
Ausbeute 1 g. 

Bei der Liebermann-Burchardschen Reaktion zeigt die 
Chloroformschicht eine griinblaue und die obere Schwefelsiure- 
schicht eine rotviolette Farbe, genau wie es beim Cholesterin 
der Fall ist. — 

Permanganatlésung wird sofort entfirbt; Brom wird addiert. 

Oxy-diketon C,,H,,0,. 0,2 ¢ des ungesittigten Ketons vom 
Schmelzp. 107° wurden in 10 ccm Eilsessig gelést und unter 
Kiihlung mit Kaltemischung mit 2ccm einer gesittigten Perman- 
ganatlésung im Laufe einer '/, Stunde tropfenweise versetzt. Das 
Oxydationsprodukt fallt nach Zusatz von Natriumsulfit und viel 
Wasser aus. Das Reaktionsgemisch wurde eine Nacht stehen ge- 
lassen und die Fallung in Ather aufgenommen. Aus dieser 
itherischen Lésung wurde die saure Substanz mit Soda entfernt 
und durch Verdampfen des Athers eine amorphe Masse erhalten, 
die aus Alkohol in Blattchen krystallisiert. Mehrmals aus Alkohol 
umkrystallisiert Schmelzp. 170—173° Ausbeute 20 mg. 

Wegen Mangel an Material war die saure Substanz nicht 
zur Krystallisation zu bringen. 


4,889, 4,861 mg Subst.: 13,690, 13,680 mg CO,, 4,120, 4,076 mg H,O. 


C,.H,,0, Ber. C 76,69 H 9,36 
Gef. ,, 76,52, 76,95 ,, 9,45, 9,39. 
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Uber Taurocholsaure. II. 


Von 
Taro Kazuno und Kazumi Yamazaki. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, Japan.) 
(Der Schriftleitung zagegangen am 10. Marz 1934.) 


Vor kurzem hat Tanaka’) Taurocholsiure aus Hundegalle 
nach Hammarsten?’) isoliert und gefunden, daB die friher be- 
schriebene Siure nicht eine freie Saure, sondern ein Natriumsalz 


ist. Wir haben jetzt versucht, die freie Taurocholsiiure darzu- 
stellen: Das Natriumsalz wurde nach Bergell*) zum Bariumsalz 
umgesetzt, aus dem durch Zerlegung mit Schwefelsiure die freie 
Siure als eine amorphe Masse erhalten wurde. 

Die freie Siure ist AuBerst hygroskopisch und zerflieBt leicht 
zu einem Ol, das gegen Lackmus sauer reagiert und mit Kalilauge 
unter Verwendung von Phenolphtalein als Indikator als ein- 
basische Siure titrierbar ist. Die amorphe Saure schmilzt bei 
etwa 125° unter starkem Schiiumen und zeigt [a]'® = + 38,8° 
in verdiinnt alkoholischer Liésung, waihrend ihr Natriumsalz 
fe}? = + 23,87° und den Schmelzp. 180° hat. 

Worauf der Unterschied zwischen Taurocholsiure und Tauro- 


desoxycholsiure, welch letztere nach Wieland’) leicht als freie 


Siure erhalten wird, beruht, muf weiter verfolgt werden. 


Beschreibung der Versuche. 


Taurocholsaures Barium. 1 ¢ taurocholsaures Natrium und 
0,4 ¢ Bariumnitrat wurden in 5ccm Wasser gelést, 3 Stunden lang 
auf dem Wasserbade erwirmt und im Vakuum bis zur Trockne 
verdampft. Der Riickstand wurde mit absolutem Alkohol extrahiert 
und aus dieser alkoholischen Lisung nach Zusatz von Ather 
eine amorphe Masse erhalten, die durch absoluten Alkohol vom 
anorganischen Salz befreit und dann unter Zusatz von Ather aus 
verdiinntem Alkohol umkrystallisiert wurde. 





1) Diese Z. 220, 39 (1933). 2) Diese Z. 43, 127 (1904). 
5) Diese Z. 97, 260 (1922). *) Diese Z. 106, 181 (1919). 
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Das Bariumsalz krystallisiert viel leichter in Nadeln oder 
Tafeln als das Natriumsalz. Das mehrmals umkrystallisierte 
Bariumsalz zersetzt sich bei 225—227°, ist in Wasser und heiBem 
Alkohol leicht, in Ather und Essigester schwer ldslich. 

Spezifische Drehung: 41 mg Subst. in 10 cem Wasser, 2 dm, 
a = + 0,21, [a]2° = + 25,6° 

Krystallwasser: 0,1854 g Subst. verloren bei 130° im Vakuum 
0,0132 g. 

(C,,H,,0,-HN—CH,--CH,—S0,),Ba-5 H,O 
Ber. H,O 7,163 Gef. H,O 7,111. 

Bariumbestimmung: 0,1722 g (krystallwasserfreie) Subst.: 0,032 ¢ 

BaSQ,. 
(C,,H,,0,*HN—CH,—CH,—S0,),Ba 
Ber. Ba 11,77 Gef. Ba 10,91. 

Taurocholsdure. 2 g taurocholsaures Barium wurden in 10 ccm 
Wasser gelést, nach Zusatz von 50 com H,SO, schwach erwirmt 
und von der Bariumsulfatfillung abfiltriert. Das Filtrat wurde 
mit der 4fachen Menge absoluten Alkohols versetzt; durch Zu- 
satz von Ather wurde eine dlige Siure an der Wand des GefiBes 
ausgeschieden, die nach dem Trocknen durch absoluten Alkohol 
vom Salz befreit und wieder in absolutem Alkohol gelést wurde. 
Aus der alkoholischen Lésung wurde durch Zusatz von wasser- 
freiem Ather eine amorphe Masse ausgefillt. Diese Behandlung 
wurde 10mal schnell hintereinander wiederholt, unter méglichster 
Vermeidung der Beriihrung mit Luft, weil die freie Siure AuBerst 
hygroskopisch ist. An der Luft wird sie bald 6lig, und diese 
dlige Substanz verwandelt sich im Vakuum iiber Schwefelsiure 
wieder in eine amorphe Masse. 

Die freie Siure ist in Wasser und in heiSem Alkohol leicht, 
aber in Ather und Essigester schwer léslich. Die Siure beginnt 
bei etwa 125° zu schiiumen, ihr Schmelzpunkt ist unbestimmt. 
Die Saure wurde in Methanol geliést und mit Diazomethan ver- 
estert; nach Zusatz von Wasser schied sich ein Ol aus, welches 
durch Erwirmen auf dem Wasserbade leicht in die urspriingliche 
Saiure verwandelt zu werden scheint. 

Spezifische Drehung: 0,0257 g Subst. in 10 cem verdiinntem 
Alkohol, 2 dm, « = + 0,2°; [a]}* = + 38,8°. 

Titration: 0,0389 g Subst. verbrauchten 1,45 cem n/20-KOH. 

Aquivalent fiir C,,H,,.0,- HN—CH,—CH,—SO,H 

Ber. 515,47 Gef. 536,5. 
4,702 mg Subst.: 10,425 mg CO,, 3,530 mg H,0. 
C,,H,,0;,NS Ber. C 60,53 H 8,08 Gef, © 60,44 H 8,40. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXIV. 11 
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Diese freie Siure wurde mit 10°/,iger Kalilauge 18 Stunden 
lang behandelt; aus dem Hydrolysat wurden Cholsiure und Taurin 
erhalten. 


Anhang: 


Taurocholsaures Natrium aus Galle von Scomberomorus Niphonius, 
300 ccm der schleimfreien Galle von Scomberomorus Niphonius 
wurden mit einer 5°/,igen Kisenchloridlésung versetzt, bis keine 
Fallung mehr entstand, und filtriert. Das Filtrat wurde durch 
Soda von iiberschiissigem Eisen befreit, eingeengt, mit ver- 
diinnter Salzsiure neutralisiert und bis zur Trockne verdamptt. 
Der Riickstand wurde mit absolutem Alkohol extrahiert; diese 
alkoholische Lésung wurde zur Trockne verdampft und der Riick- 
stand wieder in Wasser geliést, um die mit Kisenchlorid fallbare 
Substanz vollstiindig zu entfernen. 

Nach wiederholter Behandlung mit Eisen wurde die Lésung 
unter Ansiuern mit Ather geschiittelt, um die Fettsiiure zu ent- 
fernen, und wieder mit Soda alkalisch gemacht. Diese Lésung 
wurde unter Ather durch Zusatz von Kochsalz ausgesalzen. Die 
Behandlung wurde einigemal wiederholt. Das auf diese Weise 
erhaltene Salz wurde wiederholt in absolutem Alkohol gelist, 
um die anorganischen Salze zu entfernen. Das Salz wurde aus 
verdiinntem Alkohol unter Zusatz von Ather mehrmals umkrystal- 
lisiert; es krystallisierte in gliinzenden Nadeln, die bei 235° 
schmolzen. 


Spezifische Drehung: 0,0209 g Substanz, 10 cem Wasser, 2 dm, 
a =+ 0,1°; [a], = + 23,92° 

Die Daten stimmen mit den von Tanaka fiir taurocholsaures Natrium 
angegebenen tiberein. 
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Uber die proteolytischen Enzyme von Aspergillus parasiticus..) 


Von 
M. J. Johnson.’) 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Mirz 1934.) 


Ks liegen bereits zahlreiche Untersuchungen vor, welche die 
proteolytischen Enzyme von Schimmelpilzen zum Gegenstand haben. 
Indes befaBten sich diese Untersuchungen bisher hauptsichlich 
mit dem proteolytischen Enzymkomplex als Ganzem und lieBen 
ein naheres Kingehen auf die einzelnen Enzyme dieses Komplexes 
vermissen, 

Ks war daher das Ziel der vorliegenden Untersuchung, iiber 
die Zahl, die Spezifitit und die Wirkungsweise der einzelnen 
Enzyme, die das proteolytische System eines typischen Schimmel- 
pilzes bilden, Niheres zu erfahren. Es soll hier zunichst ein 
Uberblick iiber die in Aspergillus parasiticus vorkommenden 
proteolytischen Enzyme gegeben und dann iiber einige Vor- 
arbeiten berichtet werden, die iiber die spezifischen Eigentiim- 
lichkeiten der in diesem Pilze angetroffenen Aminopolypeptidase 
ausgefihrt wurden. Nach zahlreichen Vorversuchen, welche sich 
auf das Wachstum und die Enzymproduktion einer Reihe von 
Schimmelpilzarten bezogen, wurde A, parasiticus (Thom Nr.3509) 
als fiir die Untersuchung besonders geeignet ausgewahlt, da er 
gutes Wachstum zeigte und reichliche Mengen proteolytischer Enzyme 
hervorbrachte. 

In bezug auf die Enzymproduktion erwies sich als geeignetste 
Nahrlésung Magermilch (oder in Wasser suspendiertes Magermilch- 
pulver), mit einem Zusatz von 5°/, Glucose. Dieses Nihrmedium 
hat neben der Billigkeit gegeniiber den meisten anderen eiweib- 
haltigen Medien noch den Vorteil, daB es eine leichte Trennung 


_") Der Verfasser ist der ,,Wisconsin Alumni Research Foundation“ fiir 
die Uberlassung der Mittel und der Ausriistung zur Ziichtung eines Teils 
der in dieser Arbeit verwendeten Pilze zu groBem Dank verpflichtet. 

”) National Research Council Fellow in the biological sciences. 

11* 
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von Mycel und Nahrlésung gewihrleistet. Die Pilze wurden 
meist in bedeckten Schalen auf einer 2—3 cm dicken Schicht von 
Nihrlésung geziichtet unter Innehaltung einer Temperatur von 30°. 


Die proteolytischen Enzyme des Pilzgewebes. 


Die ersten Versuche wurden mit einem wiBrigen Auszug aus 
luftgetrocknetem Gewebe ausgefiihrt, der sowohl gegeniiber Proteinen 
als auch gegeniiber Peptiden kriiftige hydrolysierende Wirkung 
zeigte. Die Spaltung von Kasein und Gelatine deutete auf die 
Anwesenheit einer Proteinase, wihrend die Aufspaltung von Chlor- 
acetyltyrosin eine Carboxypolypeptidase vermuten lieB. Die gleich 
schnelle Spaltung von Leucyldiglycin und von Leucylglycin machte 
ferner sowohl die Gegenwart einer Aminopolypeptidase als auch die 
einer Dipeptidase wahrscheinlich. Wenn daher, wie zu vermuten, 
das proteolytische System des Pilzes dem der Hefe*) oder dem 
des Darmtraktes?) ihnlich ist, so geht aus der Spaltung der er- 
wihnten Substrate hervor, daB es aus mindestens vier Komponenten 
zusammengesetzt ist. Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse 
der Untersuchung unterstiitzt und wir wollen daher auch die 
proteolytischen Enzyme mit den obenerwihnten Namen belegen. 
Zur Entwicklung quantitativer Bestimmungsmethoden war es not- 
wendig, eine Reihe von Kigenschaften an jedem Enzym zu studieren. 

Proteinase. Wie schon erwiihnt, spaltete die in den wiBrigen 
Ausziigen vorhandene Proteinase Gelatine und Kasein. In Fig. 1 
wird die Abhingigkeit der Proteinasewirkung vom p,, veranschaulicht. 
Die Werte beziehen sich auf den in Freiheit gesetzten Amino- 
stickstoff, wenn eine bestimmte Enzymmenge 1 Stunde bei 30° 
auf 10 ccm einer 4°/, igen Gelatinelésung einwirken gelassen wurde. 
Wie ersichtlich, liegt das p,-Optimum ungefahr bei p,, 7,3. Die 
Daten der Hydrolyse von Gelatine durch Pilzproteinase sind in 
Tab. 1 angegeben. Da die Proteinase noch nicht frei von Pepti- 
dasen dargestellt werden konnte, weisen diese Angaben einen kleinen 
Fehler auf, insofern als die Wirkung der ebenfalls vorhandenen 
Peptidasen auf die Gelatinespaltprodukte mitgemessen wurde. Je- 
doch gibt eine nach den Angaben der Tab. 1 gezeichnete Kurve eine 
empirische Beziehung zwischen Spaltung und Enzymkonzentration 
wieder, die in den meisten Fiillen mit hinreichender Genauigkeit 
als Grundlage der Enzymbestimmung verwendet werden kann. 


') W. Grassmann, Abderhaldens ,,Handbuch der biologischen Arbeits- 


methoden“, Abt. IV, Teil 1, S. 799-826. 
*) E. Waldschmidt-Leitz, Physiological Rey. 11, 358 (1931). 
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Kine Aktivierung der Proteinase wurde mehrfach versucht, 
doch gelang es nicht, einen Aktivator aufzufinden. Die Extraktion 
von frischem, mit Aceton und Ather getrocknetem Pilzgewebe 
mit Glycerin fihrte zu einem vollaktiven Extrakt, dessen Akti- 
vitat weder durch Zugabe tierischer Enterokinase, noch durch 


% 


H,S oder HCN gesteigert werden konnte. Falls iiberhaupt ein 


Frei eewordcner 

4 tad 
Aminostichstof} 
tn mo 


a ee ee ee ee : oe 
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Proteinase 
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lungereinicte 


| sstupiniguapsien 


Aminopolypeptidase 





Dipeptidose | 
| | 


 } 


pb wabrend der Hydrolyse 


Fig. 1. 
Abhangigkeit der Enzymwirkung vom py. 
Aktivator vorhanden sein sollte, so ist er jedenfalls schon in der 
Zelle so fest mit dem Enzym verbunden, da eine fraktionierte 
Kxtraktion iuBerst schwierig sein diirfte. 
Die Pilzproteinase ist weder alkali- noch saurebestindig. 
Wenn Proteinase 14 Stunden bei Zimmertemperatur stehen ge- 


lassen wurde, so verlor sie bei p,, 3,5 95°/, und bei p,, 9,5 80°/, 
an Wirksamkeit. 


Wie die tryptische Proteinase, wird die Pilzproteinase durch 


Kieralbumin fast quantitativ gehemmt. Durch die Anwesenheit 
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von 0,5°/, Albumin wurde die urspriingliche Aktivitit um un- 
gefahr 90°/, vermindert. 


Tabelle 1. 
Hydrolyse von Gelatine durch Pilzproteinase. 


Die Angaben beziehen sich auf die Einwirkung der angegebenen 
Enzymmenge auf 10 ccm einer 4 °/,igen Gelatinelésung bei einer 
Einwirkungszeit von 1 Stunde und bei 30°. 














, Freigewordener Freigewordener 
Dane Aminostickstoff || ©22Y™™eD8e | 4 minostickstoff 
ecm ecm cem ecm 
0,25 1,19 1,00 3,38 
0,50 2,26 2,00 4,44 














Auf Grund der obigen Ergebnisse wurde die Proteinase- 
bestimmung ausgearbeitet, die im weiteren Verlauf der Unter- 
suchung verwendet wurde. 

Die Substratlésung enthielt in 100 ccm 8g Gelatine (Golddruck), 
30 ccm 0,2 mol. Na,HPO,-Lésung und 10 ccm 0,2 mol. KH,PO,-Lésung. 
Vor Hinzufiigung des Puffers wurde die Gelatinelésung auf py 7,3 gebracht. 
Zur Bestimmung wurden 5 ccm der Substratlésung mit 5 cem der Enzym- 
lésung gemischt und dann 1 Stunde bei 30° belassen. Der freiwerdende 
Aminostickstoff wurde nach der Methode von van Slyke bestimmt. 

Carboxypolypeptidase. Der wibrige Pilzauszug enthilt 
ein Enzym, welches Chloracetyltyrosin spaltet, also wahrschein- 
lich eine Carboxypolypeptidase. Das p,-Optimum dieses in den 
Extrakten nur in geringen Mengen vorkommenden Enzyms wurde 
zu ungefihr p,, = 7,0 (Fig. 1) festgestellt. 

Die fir die Bestimmung der Carboxypolypeptidase benutzte 
Substratlésung wurde in folgender Weise hergestellt: 1,03 g 
(0,004 Mol) Chloracetyl-l-tyrosin wurden in Wasser gelést und 
das p, auf 7,0 gebracht. Dann wurden 60 ccm Pufferlésung 
hinzugefiigt und schlieBlich auf 100 ccm aufgefiilllt. Als Puffer- 
lésung wurde eine Mischung von 61 ccm 0,2 mol. Na,HPO, und 
39 com 0,2 mol. KH,PO, verwendet. Zur Bestimmung wurden 


zu 5ccm der Substratlésung 2 ccm Enzymlésung hinzugegeben 
und die Mischung eine bestimmte Zeit lang bei 30° gehalten. 
Der freiwerdende Aminostickstoff wurde nach der van Slyke- 
Methode bestimmt. 


Die Aufspaltung des Chloracetyltyrosins zeigte innerhalb der 
Versuchsfehler monomolekularen Verlauf (Tab. 2). Die Berechnung 








un- 
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der Enzymmenge kann daher nach der Gleichung fiir monomole- 
kulare Reaktionen erfolgen: 


l a 
4 = —] - ‘id 
E t Oe acme? 


worin / die Anzahl der verwendeten Enzymeinheiten, ¢ die Spal- 
tungszeit in Minuten und a/a — x das Verhaltnis der Substrat- 
konzentrationen vor und nach der Enzymeinwirkung bedeuten. 


Tabelle 2. 


Spaltung von Chloracetyl-l-tyrosin durch Carboxypoly- 
peptidase aus Pilzgewebe. 


In der Bestimmung: 5 ccm 0,04 mol. Chloracetyltyrosinlésung. 
Bestimmungsdauer 2 Stunden bei 30°. @ = 4,48 ccm Stickstoff. 











Angewandte Freigewordener 

Enzymmenge | Aminostickstoff (x) log - . 
ecm ecm — 
0,25 0,50 0,052 
0,50 0,91 0,106 
1,00 1,67 0,208 
2,00 2,82 0,431 








Aminopolypeptidase. Die Extrakte aus dem Pilzgewebe 
wiesen groBe Mengen einer Aminopolypeptidase auf. Auf die 
spezifischen Higentiimlichkeiten dieses Enzyms soll spiter noch 
niher eingegangen werden. Wie aus Fig. 1 zu ersehen ist, erfolgte 
die Aufspaltung von Leucyldiglycin durch Aminopolypeptidase 
am raschesten bei p,, 8,0. Der Reaktionsverlauf war monomole- 
kular, wie den in Tab. 3 angegebenen Konstanten zu entnehmen 
ist. Da bei der Enzymbestimmung racemisches Leucyldiglycin 
als Substrat verwendet wurde, wurde fiir die Berechnung der 
Konstanten in Tab. 3 angenommen, da8 nur eine Komponente 
durch das Enzym angegriffen werde. Spiter zeigte sich jedoch, 
da8 auch die andere Komponente langsam gespalten wird. 

Die Substratlésung fiir die Bestimmung der Aminopolypepti- 
dase wurde so hergestellt, daB man zuerst 2,45 g (0,01 Mol) race- 
misches Leucyldiglycin in Wasser léste, das p, der Lésung auf 
8,0 brachte, dann 50 ccm 0,2 mol-Boratpuffer hinzufiigte und 
schlieBlich das Volumen zu 100 ccm erginzte. Zur Pufferlésung 
wurden 12,368 g reiner Borsiiure in Wasser gelést, 50 ccm n-Natron- 
lauge hinzugefiigt und dann auf einen Liter verdiinnt. Zur Be- 
stimmung wurden 4ccm der Substratliésung mit 2 ccm der Enzym- 
lésung gemischt und dann eine bestimmte Zeit lang — gewodhnlich 
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eine Stunde — bei 30° belassen. Nach der Bestimmung des frei- 
gewordenen Aminostickstoffs nach van Slyke wurden die Enzym- 


einheiten — genau wie bei der Bestimmung der Carboxypoly- 
peptidase — nach der Formel fiir monomolekulare Reaktionen 
berechnet. 

Tabelle 3. 


Spaltung von d,l-Leucyldiglycin durch Aminopolypeptidase 
aus Pilzgewebe. 
Jede Bestimmung enthielt 4 cem 0,1 mol. d,l]-Leucyldiglycinlésung. 
Bestimmungsdauer: 1 Stunde bei 30°. a berechnet sich zu 
4,48 ccm Stickstoff. 











Angewandte Freigewordener 

Enzymmenge _ | Aminostickstoff (z) log Paik 
ccm ccm — 
0,25 0,72 0,076 
0,50 1,39 0,161 
1,00 2,33 0,319 
2,00 3,17 0,534 








Dipeptidase. Das p,,-Optimum der Dipeptidase aus dem 
Pilzgewebe liegt ungefahr bei p,, = 7,2 (Fig. 1); sie wurde mit 
Leucylglycin als Substrat bestimmt. Die Aufspaltung dieser Ver- 
bindung verlauft zunichst linear; libt man aber die Hydrolyse 
weiter gehen als bis zu dem Punkt, der ungefaihr der halben 
Aufspaltung einer Komponente des racemischen Peptides entspricht, 
so weicht die Spaltungskurve von der eines linearen Verlaufs ab. 
Bei niedrigerer Anfangskonzentration des Substrates tritt die 
Abweichung vom linearen Verlauf schon in den Anfangsstadien 
der Spaltung zutage. 

Zur Bestimmung der Dipeptidase wurden 1,882 g (0,01 Mol) 
racemischen Leucylglycins in ungefihr 40 ccm Wasser unter Er- 
warmen gelést; nachdem das p, der abgekihlten Lésung auf 
etwa 7,3 gebracht worden war, wurden 37,5 ccm 0,2 mol. Na, HPO, 
und 12,5 ccm 0,2 moi-KH,PO, zugegeben und schlieBlich das 
Volumen auf 100 ccm erginzt. Fiir die Bestimmung wurden 
2 ccm der Enzymlésung mit 4 ccm der Substratlésung gemischt 
und eine bestimmte Zeitlang bei 30° gehalten. Da die Spaltung 
nur solange linear verliuft, als weniger als die Hialfte einer 
Komponente des racemischen Peptids aufgespalten ist, soll die 
Bestimmung so gefiihrt werden, daf nur eine geringe Spaltung 
eintritt. Die angewandte Enzymmenge ist dann der Menge des 
in Freiheit gesetzten Aminostickstofis direkt proportional und 
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kann aus der Gleichung fiir lineare Reaktionen: H = =* berechnet 


werden. Der Bequemlichkeit halber wurde die Konstante k so 
gewahlt, daB die Anzahl der Enzymeinheiten, die in einer ge- 
gebenen Zeit die halbe Aufspaltung des Substrates bewirken wiirde, 
bei der Dipeptidase ebenso groB ist, wie im Falle der Amino- 
polypeptidase und der Carboxypolypeptidase. Dann lautet die 
Gleichung: 

0,1343 


k= ; 


worin & die Anzahl der Enzymeinheiten, ¢ die Kinwirkungszeit in 
Minuten und x die Anzahl der Kubikzentimeter Aminostickstofis 
(unter normalen Bedingungen) bedeutet, die nach der van Slyke- 
Bestimmung in Freiheit gesetzt worden waren. 

Die GréBe der willkiirlichen Proteinaseeinheit wurde so ge- 
wihlt, daB die Menge des freiwerdenden Aminostickstoffes, die unter 
den Bedingungen der Dipeptidasebestimmung der halben Auf- 
spaltung entsprechen wiirde, d. h. welche die An-vesenheit von 
0,00502 Dipeptidaseeinheiten anzeigen wiirde, unter den Be- 
dingungen der Proteinasebestimmung ebensoviele Kinheiten anzeigt. 
Demnach entspricht das Auftreten von 2,24 ccm Stickstoff bei 
der van Slyke-Bestimmung in allen 4 Fallen der Enzymbestimmung 
eleich vielen, nimlich 0,00502 Enzymeinheiten. 


Extraktion der Enzyme aus dem Pilzgewebe. 


Zur Auffindung der besten Methode zur Gewinnung wibriger 
Ausziige aus Pilzgewebe wurden die giinstigsten Bedingungen in 
bezug auf p, und Zeitdauer der Extraktion bestimmt. In Fig. 2 
sind die Mengen der einzelnen Enzyme angegeben, die mit der 
10 fachen Wassermenge bei verschiedenem p,, extrahiert wurden. 
Darnach wurde die beste Extraktion bei einem p,, zwischen 7 
und 8 erzielt. Aus Fig. 3 sind die Enzymmengen ersichtlich, 
die jeweils mit 10 Teilen Wasser, aber nach verschiedenen 
Extraktionszeiten bei p,, = 7 extrahiert waren. Abgesehen vom 
Kalle der Aminopolypeptidase war die Extraktion nach einer 
Stunde beendet. 

Die in dieser Weise ausgefiihrten Extraktionen trockenen 
Pilzgewebes fiihrten jedoch noch nicht zu maximalen Enzym- 
ausbeuten. Die beste Extraktion wurde, wie nach verschiedenen 
Methoden ausgefiihrte Extraktionsversuche zeigten, erreicht, wenn 
zuvor die Zellstruktur des Gewebes zum gréBten Teile zerstért 
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war. Um einen méglichst groBen Teil der Gesamtenzymmenge 
fiir die Extraktion freizulegen, wurde in einem Versuch eine Probe 
frisch geernteten Pilzgewebes mit Sand in der Reibschale zer- 
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Extraktion der Enzyme bei verschiedenem py;. 
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Fig. 3. 


Extraktion der Enzyme aus dem Gewebe bei verschiedener Extraktionsdauer. 


rieben, bis die Gewebestruktur vollstindig zerstért war. 


Der 


daraus gewonnene, durch Zentrifugieren abgetrennte wiBrige Extrakt 
enthielt ungefahr doppelt so viel Enzym, wie die gewéhnlichen 
Wasserextrakte aus Trockengewebe. 











enge 
robe 
zer- 


Der 
trakt 
chen 








Uber die proteolytischen Enzyme von Aspergillus parasiticus. 171] 


Enzymproduktion und Wachstum der Pilzdecke. 


Kinerseits um die durch die wachsenden Pilzdecken hervor- 
gebrachten Knzymmengen zu ermitteln, andererseits um den in 
die Nahrlésung abgegebenen Enzymanteil zu messen, wurde der 
in Fig. 4 wiedergegebene Versuch ausgefiihrt, bei welchem in 
einheitlichen Fllaschen, die vor der Beimpfung mit je 150 ccm 


Enzym - Einb 

im ganien Ansal) 

( 182 am Nabridsg.) 

ee 2 ee 
thine as —— § fR 
| Carboxypoiypeptidase -mrme --: i \ 
/ 


0.8 — Aminopolypeptidase ——— - 


Dipeptidase ----- . 
| Pel \ } 
| Enzym im Geweba. dicke linien iy \ 
| Enzym ind Nabrlosg Aannetinien | I | \ 


0.6 -——---—-+ boy 











Alter der Rizrdecke. tin Tagen 


Fig. 4. 
Enzymproduktion durch die wachsenden Pilzdecken. 


Nahrlésung beschickt worden waren, Pilzkulturen geziichtet und 
in Abstinden von 2—3 Tagen abgeerntet und untersucht wurden. 
Sowohl die Pilzdecke als auch das Nahrmedium wurden in jedem 
Falle auf jedes der 4 Enzyme hin untersucht. Ein Teil der in 
Fig. 4 erkenntlichen UnregelmiBigkeiten ist wahrscheinlich dem 
bekannten Umstand zuzuschreiben, daB auch unter den gleichen 
Bedingungen angesetzte Pilzkulturen nicht immer gleich schnell 
wachsen. Aus der Figur ist zu ersehen, daB die Peptidasen in 
der Hauptsache in der Pilzdecke zu finden sind, wahrend die 
Proteinase bei vorgeschrittenerem Wachstum im Nahrmedium in 
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gréBerer Menge auftritt als im Gewebe. Die Proteinase scheint 
demnach ein Exoenzym zu sein, wahrend die Peptidasen viel 
fester mit der Zelle verbunden zu sein scheinen. 


Reinigung der Enzyme durch Adsorption. 


Um festzustellen, ob die vier untersuchten Enzyme durch 
Adsorptionsmethoden leicht voneinander getrennt werden kénnten, 
wurden mit vier verschiedenen Adsorbentien, namlich mit Ton- 
erdesorte C,}), Tonerdesorte A’), Kisenhydroxyd*) und mit siure- 
behandeltem Kaolin‘) Adsorptionsversuche bei verschiedenem p,, 
ausgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tab. 4 zu finden. Die 
verwendeten Enzymlésungen waren so beschaffen, daB 1 ccm da- 
von 0,1 g des Trockengewebes entsprach. Aus den Daten ist zu 
ersehen, daB es wohl leicht méglich ist, ein dipeptidase- und 
carboxypolypeptidasefreies Gemisch von Proteinase und Amino- 
polypeptidase durch wiederholte Adsorption zu erhalten, daB es 
aber nach dieser Methode nicht so leicht gelingt, eine Enzym- 


Tabelle 4. 
Adsorption der Pilzenzyme durch verschiedene Adsorptionsmittel. 





























Adsorptions- yan on Eisen- Kaolin, siure- 
mittel Tonerde A Tonerde C, hydroxyd behandelt 
mg Adsorbens 
pro ccm dD 2 2 25 
Enzymlésung 
Adsorbierte | Adsorbierte | Adsorbierte | Adsorbierte 
Enzymmenge | Enzymmenge | Enzymmenge | Enzymmenge 
in "lo in °/o in */o in "lo 
Pu wihrend . g ; ‘ | a | J - 
der Adsorption Ae ee he eae ie? Gee | ' ! . , 
Proteinase . 78/75/43] 57/23| 28] 58/21 19] 44 | 0 
Carboxypoly- | | | 
peptidase . 100 98 79 }|100' 10) 32 ]100| 26 8s] 100 0 
Aminopoly- bleed | 
peptidase 91 95 | 74] 63 19° 20] 63/10 11 55 11 
Dipeptidase 94 82'63]100 28 32]100/23 12] 100 4 
) R. Willstatter u. H. Kraut, Ber. chem. Ges. 56, 1117 (1923); 


R.Willstitter, H. Kraut u. O. Erbacher, Ber. chem. Ges. 58, 2448 (1925). 
*) R.Willstitter u. H. Kraut, Ber. chem. Ges. 56, 149 (1923). 
) R.Willstatter, H. Kraut u. W. Fremery, Ber. chem. Ges. 57, 


1491 (1924). 
*) R.Willstétter u. K. Schneider, Diese Z. 138, 200 (1924). 
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komponente absolut rein von den Begleitenzymen darzustellen. 
Als weitere Trennungsmethoden kimen noch die fraktionierte 
Fillung, Extraktion oder Inaktivierung in Frage. Vielleicht 
kénnte auch die Tatsache fiir weitere Trennungsversuche aus- 
geniitzt werden, daB das Adsorptionsverhalten einer Enzymlésung 
stark von der Methode der Darstellung und von der Vorreinigung 
der Lésung abhingig ist. 


Darstellung gereinigter Aminopolypeptidase. 


Nach einer Reihe von Vorversuchen konnten schlieBlich Amino- 
polypeptidasepriparate, die nur noch Spuren der anderen Enzyme 
enthielten, nach der folgenden Methode dargestellt werden. 

Aus frisch geernteten Pilzdecken, die in ungefihr 8 Tagen 
bei 80° geziichtet worden waren, wird (bei p,, 7) ein wiBriger 
Auszug hergestellt. Es wird dazu soviel Wasser verwendet, daB 
mit dem zerriebenen Pilzgewebe ein diinner Brei entsteht. Der 
Extrakt wird mit dem doppelten Volumen Aceton gefallt, der 
Niederschlag abzentrifugiert und in soviel Wasser geliést, daB das 
Volumen ungefahr '/,, des Ausgangsvolumens ausmacht. Diese 
konzentrierte Lésung wird nun bei p, 4 abwechselnd mit Ton- 
erde C, und Kisenhydroxyd adsorbiert, bis die Lisung frei von 
Proteinase, Dipeptidase und Carboxypolypeptidase ist. Die Ver- 
luste an Aminopolypeptidase sind allerdings bei dieser Reinigungs- 
methode sehr groB (Tab. 5). 


Tabelle 5. 
Reinigung der Aminopolypeptidase. 











Gesamtenzymmenge in Kinhelten ausgedriiekt 

Aminopoly- | -|Carboxypoly-| 

“peptic dase _ Proteinase | pepti dase | er 
Ausgangslésung. . . 7,0 4,6 | —~ + 4,7 
Nach Konzentration 
durch Acetonfillung 2,6 3,0 | 4,0 
Nach Tonerde- | 
adsorption. ... . 0,136 0,00 0,2 
Nach Adsorption 
mit Fe(OH),... . 0,046 | 00,0015 0,000 0,0025 





Eigenschaften der gereinigten Aminopolypeptidase. 


Das gereinigte Enzym zeigt dasselbe p,-Optimum und ergibt 
eine iihnliche Spaltungskurve, wie das Rohpriiparat. Kine Higen- 
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schaft aber konnte daran beobachtet werden, welche sich bei Ver- 
wendung von Rohpraparaten der Wahrnehmung entzogen hatte: 
namlich, daB bei der Hydrolyse von racemischem Leucyldiglycin 
beide optischen Antipoden angegriffen werden, wenn auch die eine 
bedeutend schneller aufgespalten wird als die andere. Es wurden 
Spaltungen bis zu 67°/, des racemischen Peptides beobachtet. 
Die Aminopolypeptidase aus Schimmelpilzen, die sonst der aus 
Hefe oder aus dem Darme in vieler Hinsicht ahnlich ist, unter- 
scheidet sich ferner von diesen wesentlich in ihrem Verhalten 
gegeniiber Glycinpeptiden. So werden Tri- und Tetraglycin wohl 
durch die Aminopolypeptidase aus Hefe oder durch die aus Darm 
gespalten, nicht aber durch die aus dem Pilzgewebe gewonnene. 
In der Tab. 6 ist die Wirkung der 3 Aminopolypeptidasen, der 
intestinalen, der aus Hefe und der aus dem Pilzgewebe, an einer 
Reihe von Substraten veranschaulicht. Die sich auf das Darm- 
enzym beziehenden Angaben stammen teilweise von Wald- 
schmidt-Leitz und Balls’), die auf die Hete-Aminopolypeptidase 
sich beziehenden von Grassmann und Dyckerhoff.?) Aus dem 
Verhalten gegeniiber Tri- und Tetraglycin, die von der Pilzamino- 
polypeptidase nicht angegriffen werden, ergibt sich deutlich eine 
qualitative Verschiedenheit dieses Enzyms gegeniiber den beiden 


Tabelle 6. 


Wirkung der intestinalen, der Hefe- und der Pilz—Amino- 
polypeptidase auf verschiedene synthetische Substrate. 








Herkunft des Enzyms 





Substrat 


schleimhaut | Hefe | Pilzgewebe 








d,l-Leucylglycin. ....... — | — | ai 
Glycylglycin ee -- _ | sale 
Diglyeylglycin ........ dn 
Triglycylglycin ........ +. | +- 7 
d,l-Leucyldiglycin. ...... ot | 4+ | + 
d,l-Leucyltriglycin. ...... -} | -- 

d,l-Alanyltriglycin. ...... +4. 

Chloracetyl-l-tyrosin. . . ... — | —~ 
d,l-a-Bromisocapronyldiglycin. . | ~- 
Benzoyldiglycin. ....... | — 








| 





PH-Optimum der d,1-Leucyl- . 
diglycinspaltung , 


*) Ber. chem. Ges. 63, 1203 (1930). 
*) Diese Z. 179, 41 (1928). 
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anderen. Bei den Versuchen mit Triglycin wurden die Resultate 
durch einen direkten Vergleich des intestinalen Enzyms mit dem 
Pilzenzym sichergestellt (Tab. 7). Substrate, die keine freie Amino- 
gruppe mehr aufweisen, werden durch die Pilz-Aminopolypeptidase 
nicht angegriffen, wodurch sie als eine echte Aminopolypeptidase 
gekennzeichnet ist. 
Tabelle 7. 
Spaltung von Leucyldiglycin und von Glycyldiglycin 
durch die Aminopolypeptidasen der Darmschleimhaut 
und des Pilzgewebes. 








—_— Dauer PH ile Pe aah 
Substrat des : H iar ie a a hae 
Enzyms ee der lysierbare 
Stunden | Hydrolyse] Bindung 
Leucyldiglycin . . | Darmschleimhaut 1 8 18,1 
- <n Pilzgewebe 1 8 21,1 
Glyeyldiglycin . . | Darmschleimhaut 2 8 24,1 
1 -_— Pilzgewebe 2 8 0,0 














Ob noch andere proteolytische Enzyme in dem Mycel des 
A. parasiticus vorhanden sind, ist noch unbekannt. Eine be- 
reits in Angriff genommene Arbeit befaBt sich mit dem Aufsuchen 
weiterer Peptidasen, insbesondere einer Iminopeptidase. 


Zusammenfassung. 


Das proteolytische System von Aspergillus parasiticus 
besteht, wie gefunden wurde, aus mindestens 4 Komponenten: 
einer Proteinase, einer Carboxypolypeptidase, einer Aminopoly- 
peptidase und einer Dipeptidase. Die einzelnen Enzyme wurden 
an einer Reihe ihrer Kigenschaften studiert und die Methoden zu 
ihrer Bestimmung ausgearbeitet. Ferner wurde ihre Entstehung, 
ihre Extraktion und ihre Trennung studiert. Die Aminopoly- 
peptidase konnte praktisch frei von den anderen proteolytischen 
Knzymen dargestellt und das Studium ihrer spezifischen Kigen- 
schatten begonnen werden. 


Herrn Professor Dr. K. Waldschmidt-Leitz ist der Ver- 
fasser fiir seinen bewaihrten Rat und die stindige Uberwachung 
der Arbeit zu gréBtem Dank verpflichtet. 
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Uber die Aldehydrase der Leber. 
II. Mitteilung iiber Leberfermente. 


Von 
Ludwig Reichel und Rolf Wetzel. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Technischen Hochschule Karlsruhe.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Mirz 1934.) 


In der I. Mitteilung?) wurde gezeigt, daB aus Leberbrei aktive 
Aldehydrase-Trockenpraparate gewonnen werden kénnen. Zur 
weiteren Reinigung wurde damals das Rohprodukt mit wasser- 
freiem Glycerin extrahiert und aus der Glycerinlésung die Aldehydrase 
mit wiBrigem Aceton gefillt. In der Folgezeit hat sich nun 
herausgestellt, daB die sehr empfindlichen Glycerinprodukte ihre 
Aktivitiit rasch einbiissen, da sie ihres kolloidalen Trigers weit- 
sehend beraubt sind. Wir haben deshalb einen anderen Weg ein- 
geschlagen und konnten aktive, haltbare rockenpriiparate durch 
wiederholte Faillung waBriger Leberextrakte mit Aceton darstellen. 


Darstellung der Aldehydrase. 


Produkt A. 2 kg frische Leber werden zweimal durch eine fein- 
léchrige Fleischmaschine getrieben, der Leberbrei mit 2 Liter destilliertem 
Wasser verriihrt und 2 Stunden mit Glasperlen in einer verschlossenen 
Flasche geschiittelt. Dann wird durch ein engmaschiges Leinwandtuch 
koliert und das rotbraune, triibe Kolat mit dem dreifachen Volumen Aceton 
versetzt. Der Niederschlag wird nach 12 stiindigem Stehen durch ein eng. 
maschiges Nesseltuch koliert, scharf abgepreBt und im Vakuum iiber Chlor- 
ealcium getrocknet. Das so erhaltene Produkt stellt ein braunes Pulver 
dar. Ausbeute: 150—250 g. 

Produkt B. ('), S. 180). 

Produkt C. Produkt A wird in der 10—15 fachen Gewichtsmenge 
destilliertem Wasser suspendiert, mit Glasperlen 1'/,—2 Stunden geschiittelt 
und hierauf zentrifugiert. Der unldésliche Anteil wird nochmals mit der 
10—15 fachen Gewichtsmenge destilliertem Wasser geschiittelt und dann 
wieder zentrifugiert. Beide Zentrifugate werden vereinigt und mit der drei- 
fachen Volummenge Aceton versetzt. Der Niederschlag wird nach 12 stiin- 
digem Stehen abgenutscht, mit Aceton gut gewaschen und in noch feuchtem 
Zustande mit 250—350 cem destilliertemm Wasser und 50 cem m/15-Phosphat- 
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pufferlésung nach Sérensen (py = 7,8) 1 Stunde mit Glasperlen ge- 
schiittelt und darauf zentrifugiert. Das Zentrifugat wird mit der 3 fachen 
Volummenge Aceton gefillt. Nach 3 stiindigem Stehen wird der feinflockige 
Niederschlag abgenutscht, gut mit Aceton gewaschen und im Vakuum iiber 
Chlorcalcium getrocknet. Hellbraunes Pulver. Ausbeute: 4—6°/, der an- 
gewandten Menge des Produktes A. 


Bestimmung der Wirksamkeit der Aldehydrase. 


1. Substrat. Als Substrat wurde ausschlieBlich Propylaldehyd (reinst 
Schering-Kahlbaum) verwendet. Der Aldehyd wurde zur weiteren 
Reinigung in einer Kolonnenapparatur rektifiziert. Sodann wurde eine etwa 
1°/,ige Stammlésung hergestellt. Die Propylaldehydlésungen miissen fiir 
die Versuche alle 5 Tage auf ihren Aldehydgehalt gepriift werden. 

2. Quantitative Bestimmung des Aldehyds. Zur Bestimmung 
des Aldehyds wurde das von Ripper’*) beschriebene Verfahren herangezogen 
und zweckentsprechend durchgearbeitet. Bei der Ripperschen Methode ist 
besonders die leichte Autoxydierbarkeit der verdiinnten Bisulfitlésungen zu 
beachten. Es wurden deshalb die fast durchweg etwa 1°/, igen Lésungen von 
Metabisulfit (Merck p. A.) mit 10 cem Benzylalkohol pro Liter stabilisiert. Diese 
Liésungen verindern sich im Gegensatz zu den nicht stabilisierten Lésungen 
wihrend 2 Stunden nicht. Der Jodwert der Bisulfitlésungen mu8 mit n/10- 
Jodlésung vor jedem Versuch festgelegt werden. 

Fiir die Fermentversuche war es notwendig zu untersuchen, ob die 
Resultate nach der Ripperschen Aldehydmethode durch Puffer beeinflubt 
werden. Versuche mit Phosphatpuffer (py = 7,8) und Medinalpuffer (py = 8,2) 
lieferten um 4—7°/, héhere Aldehydwerte als die ungepufferten Vergleichs- 
lésungen. Dagegen ergaben Versuche mit Medinalpuffer im schwach sauren 
Gebiete (py = 6,6) richtige Werte. Diese Resultate waren nur so zu deuten, 
daB unter dem Einflu8 des Phosphats und Medinals im schwach alkalischen 
Gebiet die Autoxydation des Bisulfits beschleunigt wird. Versuche bestitigten 
sodann diese Annahme. Bei lackmussaurer Reaktion wird die Autoxydation 
des Bisulfits vollstindig hintangehalten. Die saure Reaktion tibt hierbei 
keinen Einflu8 auf die Bestindigkeit der Aldehyd-Bisulfitverbindung’) aus. 


Kontrollversuche, 


Fiir die folgenden Fermentversuche war weiter wichtig, durch Kontroll- 
versuche den Bisulfit- und Jodverbrauch der Fermentlésung selbst zu er- 
mitteln. Die Versuche ergaben, da8 Zusatz von Fermentlésung keinen stéren- 
den EinfluB ausiibt, wodurch die Genauigkeit der Methode gewihrleistet ist. 


Aktivitatsbestimmungen der Fermentpraparate. 


Je 0,2 g Trockenferment wird in einem 40 ccm fassenden Zentrifugen- 
glas mit 20 cem Phosphatpuffer py = 7,8, 10—15 Minuten mit Glasperlen 
geschiittelt. Dann wird der unlésliche Anteil abzentrifugiert. Das Zentri- 
fugat wird in einem 150 ecm-Kélbchen mit 10 ccm Propylaldehydlésung 
versetzt, hierauf mit einem Gummistopfen verschlossen und in den Thermo- 
staten (837°) gesetzt. Mit dem Hauptversuch liuft gleichzeitig ein Kontroll- 
versuch mit denselben Aldehyd- und Puffermengen ohne Fermentzusatz. 
Nach 2 Stunden werden die Kélbchen zur Unterbrechung der Ferment- 
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wirkung 5 Minuten in Eis gestellt und die Reaktionsfliissigkeiten mit n/10- 
Salzsiure schwach angesiuert. (Lackmus!). Nun werden die Proben mit 
40 ccm 1°/, iger Bisulfitlisung versetzt, eine halbe Stunde stehen gelassen 
und in einem MeBkolben auf 100 cem aufgefiillt. Die Lésungen werden in 
eine Biirette gegeben und je 10 ccm vorgelegte n/10-Jodlésung damit titriert. 


Wirkungswerte einiger C-Produkte. 


Je 0,2 g Ferment + 20 cem Phosphatpufferlésung. py, = 7,8 + 10 cem 
Propylaldehydlésung. 2 Stunden bei 37° in Luft. 





























Tabelle LI. 
— Gebundenes ‘ : 
“ Bisulftt Propylaldehyd in mg of, 
in ecem = TU tz 

n/10-Jodlésung] angew. | get. | umgew. — 
1 16,38 102,6 | 47,5 | 55,1 53,7 
2 12,68 102,6 36,8 | 65,8 64,1 
3 6,0 1050 | 17,5 | 87,5 83,3 











Qualitativer Nachweis der Reaktionsprodukte. 


Da besonders nach den Angaben von Battelli und Stern‘) 
sowie Parnas) die Aldehydrase unter SauerstoffausschluB die 
Dismutation der Aldehyde in Alkohol und Séure im schwach 
alkalischen Medium beschleunigen soll, haben wir zuniichst ver- 
sucht, aus einem gréBeren Ansatz mit Trockenferment und Propyl- 
aldehyd als Substrat bei p, = 7,8 und 37° die zu erwartenden 
Reaktionsprodukte rein qualitativ zu erfassen, Tatsiachlich konnte 
Propylalkohol als Anthrachinon-f-carbonsiureester und Propion- 
siure als Bariumsalz identifiziert werden. 

Angewandte Fermentmenge (C-Produkt) . . 2g. 


Angewandte Propyl-Aldehydmenge . . . . 1,02 g = 100 ccm Lésung. 


Phosphatpufferlésung pp = 7,8... ... 120 ccm. 
Versuchsdauer 15 Sidn. Temp. 37°. 


Die Reaktionsflissigkeit wurde im Extraktionsapparat mit Ather extra- 
hiert. Der Ather abgedampft und der Riickstand in einer Kolonnenappa- 
ratur fraktioniert. 

I. Fraktion. Siedep. 36—48°. Ausbeute etwa 0,7 ccm. 
Eigenschaften: Aldehydgeruch; Reduktionswirkung. 
Identifizierung: Propylaldehyd als 2,4-Dinitrophenylhydrazon. 
Schmelzp. 156°. 

II. Fraktion. Siedep. 85—95°. Ausbeute etwa 0,3 ccm. 
Eigenschaften: Alkoholgeruch; Oxydation mit Kaliumpermanganat; 
Aldebydgeruch. 

Identifizierung: Propylalkohol als Anthrachinon-§-carbonsiure-ester. 
Schmelzp. 115°. 
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III. Fraktion. Siedep. 130—150° Ausbeute etwa 0,3 ccm. 
Eigenschaften: Siuregeruch; Siurereaktion. 
Identifizierung: Propionsiure als Bariumsalz. 


Quantitative Bestimmung der Reaktionsprodukte. 


Die quantitative Bestimmung der Reaktionsprodukte lieferte 
uns die nach der Reaktionsgleichung fiir die Dismutation ge- 
forderten Werte, d.h. fiir 2 Mole Propylaldehyd, 1 Mol Propyl- 
alkohol + 1 Mol Propionsiure. In Kontrollversuchen haben wir 
die Wirkung des Ferments auf Propylalkohol und Propionsiure 
untersucht. Ks konnte jedoch nie eine Wirkung festgestellt 
werden, die eingesetzten Mengen haben wir restlos wieder ge- 
funden. 


1. Quantitative Bestimmung des Propylalkohols. 


Der Propylalkohol wurde nach der Methode von W. Fischer und 
H. Schmidt®) bestimmt. 

Der Apparat (Fig. 1) ist gegeniiber der Originalliteratur etwas ab- 
geindert. 

Verfahren: Der Apparat wird zuniichst mit Kohlensiiure gefiillt. 
Durch A wird das 10-Kugelrohr mit 1 g Kaliumjodid in 5 cem destilliertem 























Fig. 1. 


Wasser*) (Wasser nachspiilen!), dann mit 20 ccm konzentrierter Salzsiure 
beschickt und schlieBlich mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Durch B 
wird in C die zu bestimmende Alkoholmenge, dann 20 cem konzentrierter 
Natriumnitritlésung und hierauf 10 ccm Eisessig einflieBen gelassen. Ver- 
esterungsgefiB Temp. 60°. D ist der Kontrollapparat mit Glasfritte, der 
mit ‘/,g Kaliumjodid und 30 ccm destilliertem Wasser + 10 ccm konzen- 
trierter Salzsiiure beschickt wird. FH ist das WaschgefiB mit Glasfritte, 


*) Anmerkung. Fiir alle Operationen kam ausgekochtes, mit Kohlen- 
siure gesittigtes destilliertes Wasser in Anwendnng. 


12* 


— 





180 Ludwig Reichel und Rolf Wetzel, 


enthilt gesittigte Natriumbicarbonatlésung. /’ Gefi8 mit Natriumsulfit- 
lésung zur Absorption der nitrosen Gase. a Einfiihrung der Kohlen- 
siure. Versuchsdauer 3 Stunden. 

Nach Beendigung des Versuches 10-Kugelrohr entleeren, nachspiilen 
und mit n/10-Thiosulfat titrieren. Blindprobe ausfiihren. 


Anmerkungen zur Alkoholbestimmung. 


_ Um stérende Einfliisse bei Ausfiihrung der Analyse auszuschalten, 
sind folgende Punkte zu beachten. Zur Analyse darf nur ganz reine, d. h. 
luftfreie Kohlensiure angewandt werden. Wenn dieselbe dem Kippschen 
Apparat entnommen wird, mu8 dieser nach den Angaben von Preg!’) ge- 
fiillt sein. Vor jedem Versuch, Apparat '/, Stunde mit Kohlensiure spiilen, 
da dieser vollstindig luftfrei sein mu8. Priifung! Uber Nacht lé8t man 
die Apparatur am besten unter Kohlensiiuredruck stehen, daB dieselbe am 
nichsten Tag nach dem '/, stiindigen Durchspiilen sofort wieder gebrauchs- 
fihig ist. 

Nach beendetem Versuch mu8 das Ablassen und das Titrieren der Jod- 
lésung ebenfalls unter Luftausschlu8 geschehen. Zu diesem Zweck mub 
das Ansatzrohr am Abla8hahn tief in einen Kolben tauchen. Der etwa 
750 cem fassende Erlenmeyerkolben ist mit einem seitlich eingeschmolzenen 
Einleitungsrohr fiir Kohlensiure, das bis auf den Boden reicht, versehen. 
Bevor das Reaktionsgut in den Kolben abgelassen wird, muf derselbe 
unter Durchleiten eines kriftigen Kohlensiurestromes luftfrei gemacht und 
gehalten werden. Der kriftige Kohlensiiurestrom wird iibrigens auch 
wihrend der Titration beibehalten. Fiir die quantitative Verseifung des 
Esters ist die Liinge bzw. der Fiiissigkeitsinhalt und die Neigung des 
10-Kugelrohrs wichtig (Linge 45 cm; Fliissigkeitsinhalt etwa 100 ccm: 
Neigung 20—30°). 

Fiir Propylalkohol liegen nach Untersuchungen von W. Fischer‘) 
ungiinstige Veresterungsbedingungen vor, da das Gleichgewicht stark zu- 
gunsten Alkohol + salpetriger Siure liegt. Zur Verschiebung des Gleich- 
gewichts ist daher eine hohe salpetrig-Siiurekonzentration notwendig. Diese 
wird erreicht, indem man nach dem LEinfiillen der Alkoholproben nicht 
mit Wasser nachspiilt, sondern sogleich mit gesittigter Nitritldsung. Ebenso 
nicht verdiinnte Essigsiure anwendet, sondern Eisessig. Bei einem Gas- 
strom von 2 Liter Kohlensiure pro Stunde erhilt man stets etwa 95°/, des 
angewandten Alkohols. 

100°/,ige Bestimmungen fiir Propylalkohol, wie sie Fischer und 
Schmidt angaben, haben wir nie erzielt, wozu die ungiinstigen Veresterungs- 
bedingungen beitragen diirften. Bei Einhaltung stets gleicher Versuchs- 
bedingungen wurden fiir Propylalkohol iibereinstimmende Werte erhalten, 
die durchschnittlich etwa 5°/, unterhalb der theoretischen Werte liegen. 
Bei Athylalkohol liegen die Werte 1—3°/, unterhalb der theoretischen 
Werte. Fiir jede Apparatur ist der Apparaturfehler festzulegen, der durch 
nitrose Gase bedingt wird, die nicht vollstindig im Wascher zuriick- 
gehalten werden. Zur Ermittelung des Apparaturfehlers fiihrt man mehrere 
Bestimmungen ohne Alkohol, bei bestimmter Strémungsgeschwindigkeit der 
Kohlensiure aus. Der Apparaturfehler mu8 bei der Berechnung der Ana- 


lysenresultate in Abzug gebracht werden. 














sulfit- 
hlen- 


viilen 


alten, 
d. h. 
chen 
ys 
len, 
man 
> am 
ichs- 


Jod- 
mub 
etwa 
enen 
hen. 
elbe 

und 
auch 

des 

des 


>cm : 


er’) 

zu- 
‘ich- 
diese 
icht 
enso 
+Aas- 


des 


und 
ngs- 
chs- 
ten, 
cen. 
shen 
rch 
ick- 
rere 

der 
\na- 





Uber die Aldehydrase der Leber. 181 


2. Quantitative Bestimmung der Propionsiaure. 


Prinzip: Die gebildete Propionsiiure wird mit Wasserdampf abdestilliert 
und im Destillat durch Titration mit n/10-Ba(OH), bestimmt. 

Die benutzte Apparatur ist in Fig. 2 dargestellt. 

Die Kohlensiure der Luft in der Apparatur mu8, wenn diese nicht 
durch Wasserstoff oder Stickstoff verdriingt wird, beriicksichtigt werden, 
da sonst durch Mittitrieren der Kohlensiiure zu hohe Siurewerte gefunden 
werden. Zur Bestimmung des Apparaturfehlers wird in den Destillations- 
kolben 20 cem kohlensiurefreies Wasser und 10 ccm reine konzentrierte 
Phosphorsiure eingefiihrt, hierauf '/, Stunde ein kriftiger Dampfstrom 
durchgeleitet. Im Dampfentwickler wird die Kohlensiure stets in der 
Weise vollig ausgetrieben, da8 man zuerst einige Minuten Dampf aus- 
strémen laBt. Nun beginnt man mit der Destillation, indem man mittels 
Gummischlauches die Verbindung mit dem Destillationskolben herstellt. 




















Das Destillat (etwa 250 cem) wird nach dem Hiazufiigen von 1—2 ccm 
Phenolphthalein rasch mit n/10-Ba(OH), titriert. Das Ende der Titration 
zeigt eine deutliche Rosafirbung an, die 1 Minute anhalten muf. Der 
Apparaturfehler mu8 bei der Berechnung der Analysenresultate in Abzug 
gebracht werden. Versuche haben ergeben, dab Propionsiure in Mengen 
von 30—40 mg in einer Destillatmenge von 250 cem, wihrend */, stiindiger 
Destillationsdauer gesammelt, quantitativ enthalten ist. Sehr zweckmibig 
ist es, die Vorlage bei 250 ccm zu markieren und die Destillation stets bis 
zur Marke durchzufiihren. 


Bestimmung der Propionsaure in Fermentlosungen. 


In gepufferten Fermentlésungen lieB sich die Propionsiure nach dem 
Ansiiuern mit konzentrierter Phosphorsiure nicht ohne weitere’ mit Wasser- 
dampf abdestillieren, da durch den Eiweifgehalt starkes Schiumen hervor- 
gerufen wird und der Schaum auch Phosphorsiiure mit in die Vorlage fiihrte. 
Das EiweiB muB8te deshalb zuerst hydrolysiert werden. Die Hydrolyse 
wurde durch Zusatz von 10 cem konzentrierter Phosphorsiure zur Ferment- 
lésung und 1—2stiindiges Kochen unter Riickflu8 bewirkt. Nach dieser 
Zeit schiumen die Lésungen nur noch schwach und die Destillation kann 
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durchgefiihrt werden. Nach dem Erkalten wurde der Kiihler, das Kélb- 
chen und Gummistopfen mit kohlensiiurefreiem Wasser gespiilt, sodann das 
Kélbchen an die Apparatur angeschlossen. Versuche zeigten eindeutig, 
da8 nach der angewandten Methode die Propionsiure in eiweiBhaltigen 
Lésungen quantitativ bestimmt werden kann, 


Quantitative Versuche mit Ferment und Propylaldehyd als Substrat. 


A. Versuche unter Stickstoff. 


Herstellung der Ferment- und der Substratlésung wie beschrieben. 
Versuchsanordnung Fig. 3, 8. 181. 

Verfahren: In den 250 cem-Jenaer-Rundkolben wird die Ferment- 
und Pufferlésung eingefiillt und dieser mit dem Gummistopfen, der 3 Hahn- 
rohre triigt, verschlossen. Das Reaktionsgefif (A) wird im Thermostaten 
befestigt. Dann wird die Luft in der Gasleitung zu den Hihnen B und C 
durch reinen Stickstoff verdringt, dabei ist der Hahn D geschlossen. Nun 
werden die Hiihne B und C geschlossen und der Kolben an der Wasser- 
strahlpumpe bei geéffnetem Hahn D evakuiert. Nun schlieBt man Hahn /) 
und la8t durch Hahn B Stickstoff eintreten. Das Evakuieren und das fol- 
gende Einleiten von Stickstoff wiederholt man noch 2mal. Sobald diese 
Operation beendet ist, éffmet man den Hahn C und entfernt hier am Ein- 
satzrohr H den Gummistopfen F' und fiihrt sofort die mit der Substrat- 
lésung gefiillte Birette G ein. Durch den ausstrémenden Stickstoff aus 
dem oberen Ende des Einsatzrohres wird vermieden, da Luft wihrend 
des Einsetzens der Biirette in den Kolben eintreten kann. Die Substrat- 
lésung 1i8t man langsam einflieBen, dabei schlie8t man Hahn C und 6ffnet 
Hahn D. Sobald die Substratlésung eingefiihrt ist, schlieBt man Hahn D 
wieder und 6ffnet Hahn C. Nun entfernt man die Biirette, schlieBt das 
Einsatzrohr mit einem Gummistopfen und dann Hahn C. Die Versuche 
werden bei 37° im Thermostaten durchgefiihrt bei einer durchschnittlichen 
Versuchsdauer von 2—3 Stunden. Nach Beendigung des Versuches wird 
Reaktionsgefai8 in Eis gestellt und die Lésung mit 5cem 2 n-Schwefelsiiure 
zur Unterbrechung der Fermentwirkung versetzt. Hierauf wird die Lésung 
quantitativ in einen MaBkolben von 150 ccm Inhalt gespiilt und mit 2 n- 
Natronlauge vorsichtig und genau neutralisiert (Lackmusstreifen in der 
Reaktionsfliissigkeit). Nachdem bis zur Marke aufgefillt ist, werden mit 
je 20—25 ccm der Lésung die quantitativen Bestimmungen des nicht um- 
gesetzten Aldehyds und der gebildeten Reaktionsprodukte Alkohol und 
Sdure durchgefiihrt. Beim Ansiuern und Neutralisieren der Lésung wird 
meist viel Eiwei8 ausgefillt, was bei der Aldehyd- und der Alkoholbestim- 
mung unerwiinscht ist. Man zentrifugiert deshalb am besten die fiir diese 
Bestimmung benétigten Volumanteile in etwa 50 ccm fassenden, gut ver- 
korkten Zentrifugenglisern. Den Eiweifriickstand riihrt man mit 10 ccm 
Wasser auf, zentrifugiert nochmals und vereinigt beide Fliissigkeitsanteile. 
Der Volumanteil, der fiir die Bestimmung der Propionsiure diente, wurde 
mit 1 g festem Natriumhydroxyd zur Kondensation des darin enthaltenen 
Aldehyds versetzt. Damit wurde erreicht, daB der Aldehyd bei der Hydro- 
lyse der Eiweifstoffe und bei der Wasserdampfdestillation nicht zu Propion- 
siure oxydiert wird. Kontrollversuche ergaben, da8 bei der Kondensation 
keine wasserdampffliichtigen sauren Produkte gebildet werden. 
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Versuche mit Trockenferment unter Stickstoff. 


Je 0,2 g Ferment + 10 cem Propylaldehydlésung + 10 ecm Phosphat- 
pufferl6sung py = 6,3. Reaktionsdauer 150 Minuten bei 37°. 


Tabelle II. 








— Propylaldehyd in mg 1, 
Nr. : sienna 
—— | | Umsatz 
n/10-Jodlésung}| @2geW. | get. | ‘anger. 
1 8,96 943 | 260 | 68,3 72,4 
2 9,1 943 | 264 67,9 72,1 














ecm Alkohol °/, Alkohol des 














Nr. =| n/10-Thiosulfat ; umgew. Aldehyds 
korr. in mg in mg 
1 5,6 33,6 95,1 = 100 
5,5 33,0 94,6 = 100 
ecm =| Bt, Propionsiure des 
Nr. n/10-Ba(OH), Propionsiiure umgew. Aldehyds 
korr. im mg in mg 
1 5,94 43,96 100 


B. Versuch mit Trockenferment in Luft. 


Die Versuche in Luft haben wir unter denselben Anordnungen und 
Bedingungen ausgefiihrt, wie bei den Stickstoffversuchen beschrieben. 
Hahn C bleibt wihrend des ganzen Versuches geéffnet und steht stindig 
mit dem Luftgasometer in Verbindung. Zur Erhéhung der Diffusions- 
geschwindigkeit der Luft wurde der Kolben mit einer am Tuermostaten 
angebrachten Schiittelvorrichtung geschiittelt. 


Je 0,2 g Ferment + 10 cem Propylaldehydlésung + 10 cem Phosphat- 
pufferlésung py = 6,3. Reaktionsdauer 210 Minuten bei 37° Schiittel- 
geschwindigkeit 115—120 pro Minute. 


Tabelle III. 














- Gebundenes | ‘ ; we , 
Nr Bisulfit tins son eae ola ‘fo 
‘ in ecm -_= ais a 1 Vinee Umsatz 
n/16-Jodlésung} 428¢W. | gef. umgew. 
1 9,96 1012 | 28,9 72,3 71,6 
2 10,97 1011 | 31,8 69,3 68,5 
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Tabelle III (Fortsetzung). 
— | on |) % Alkohol [| 
Nr. |n/10-Thiosulfat samen ” “des Bemerkung 
korr. in mg umgew. Aldehyds 
1 _ — -— Nicht bestimmt 
2 5,46 32,76 96,1 = 100 
cem Propionsiiure | °/0 Propionsiinre 
Nr. n/10-Ba(OH), pian des 
korr. im ms umgew. Aldehyds 
1 6,5 48,1 100 
2 6,0 44,4 100 
C. Versuche mit Trockenferment in Sauerstoff. i 


Versuchsanordnung und Ausfiihrung wie bei den Versuchen unter 
Luft beschrieben, nur Hahn C mit dem Sauerstoffgasometer in Verbindung 
Schiittelgeschwindigkeit 115—120 pro Minute. 
0,2g Ferment + 10 cem Propylaldehydlésung + 10 cem Phosphat- 
puffer py = 6,3. Reaktionsdauer 190 Minuten bei 37° 
. 0,14 g Ferment + 6,2 cem Propylaldehydlésung + 10 cem Phosphat- 
Reaktionsdauer 180 Minuten bei 37°. 


gesetzt. 
Nr. 1. 


9 


puffer py = 7,8. 






























































Nr. 3. 0,14g Ferment + 5,9 cem Propylaldehydlésung + 10 cem Phosphat- 
puffer py = 7,8. Reaktionsdauer 160 Minuten bei 37°. 
Tabelle IV. 
--- | Gebundenes | > im | pg ie 
Nr ae oe 
. in cem f | Umsatz 
n/10-Jodlésung}| @#2g¢w. gel. | umgew 
1 8,73 94,9 25,31 69,59 73,3 
2 2,39 58,6 6,93 51,67 88,5 
3 2,54 56,9 7,37 49,53 87,0 
i com a °/, Alkohol 
Nr. n/10-Thiosulfat nent des 
korr. _ umgew. Aldehyds 
1 5,94 35,6 98,9 = 100 
2 4,28 25,7 96,3 = 100 
8 4,11 24,7 96,5 = 100 
— L eem . - _ | °/9 Propionsiure 
Nr. n/10-Ba(OH), Propionsiure oe 
korr. in még umgew. Aldehyds 
1 6,27 46,4 100 
2 4,81 38,5 100 
8 4,35 32,0 100 
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Kontrollversuche. 


A. Ferment und Propylalkohol. 
I. 0,5 g Ferment + 10 cem Alkohollésung + 20 cem Phosphatpuffer- 
lésung pq = 7,8. Reaktionsdauer 180 Minuten bei 37°. 


II. 0,8g Ferment + 14 cem Alkohollésung + 40 cem Phosphatpuffer- 
lésung py = 7,8. Reaktionsdauer 170 Minuten bei 37°. 























Tabelle V. 
ecm Propylalkohol 
Nr. |n/10-Na,S,0,] = - “FP Bemerkung 
korr. angew. | gef. 
I 9,6 59,6 | 57,6 96,6 Kein Alkohol 
II 12,4 78,2 | 74,4 95,2 verbraucht 








B. Ferment und Propionsdure. 


I, 0,2 g Ferment + 10 cem Propionsiiurelésung + 20 cem Phosphat- 
pufferlésung py = 7,8. 


Il. 0,2 g Ferment + 5 cem Propionsiurelésung + 20 ccm Phosphat- 
pufferlésung py = 7,8. Reaktionsdauer I und II 120 Min. bei 37°. 


Tabelle VI. 























cem Propionsiure 
Nr. n/10-Ba(OH), 0, Bemerkung 
korr. angew. | gef. 
I 6,10 45,0 | 45,1 Keine Propionsiure 
II 3,1 22,5 | 22,9 verbraucht 





Wirkungen der Aldehydrase. 


Unsere quantitativen Untersuchungen zunichst unter 
anaeroben Bedingungen zeigen, daB die Aldehydrase Al- 
dehyde exakt nach der Formel dismutiert. Unter aeroben 
Bedingungen wire zu erwarten gewesen, daf der Aldehyd nicht 
dismutiert, sondern dehydriert wird. Dagegen ergaben unsere 
quantitativen Versuche in Luft und in Sauerstoff, daB 
der Aldehyd auch unter diesen Bedingungen rein dismu- 
tativ abgewandelt wird. Wir haben stets die nach der Reak- 
tionsgleichung geforderten Aquimolaren Alkohol- und Siuremengen 
gefunden. Auf Grund unserer Versuche ist die Aldehydrase 
ein Ferment, das sowohl unter anaeroben, wie unter 
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aeroben Bedingungen den Dismutationsvorgang zu kata- 
lysieren vermag. 

Einige Vorversuche mit Chinon und Methylenblau als 
Wasserstoffakzeptoren, die dann weiter durchgearbeitet wurden, 
lieferten das Ergebnis, daB die Aldehydrase Aldehyde nicht 
nur zu dismutieren vermag, sondern auch zu dehydrieren. 
Da das Trockenferment mit Sauerstoff als Wasserstoff- 
akzeptor keinen DehydrierungsprozeB vollzieht, folgerten 
wir, daB das Aldehydrasesystem durch den Aufarbeitungs- 
vorgang eine Schidigung erlitten hat. Uber diese Versuche 
wird in der folgenden Mitteilung berichtet werden. 


Der Karlsruher Hochschulvereinigung sprechen wir fiir 
die zur Verfiigung gestellten Mittel unseren ergebenen Dank aus. 
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Bestimmung von Oxyprolin. 
Zur Methode nach K. Lang.’) 


Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Shiro Akabori. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Miirz 1934.) 


Kine Mikromethode zur Bestimmung des Prolins und des 
Oxyprolins in EiweiShydrolysaten hat K. Lang auf das spezifische 
Verhalten dieser beiden Aminosiuren gegeniiber der Kinwirkung 
von Hypochlorit zu griinden versucht. Nach seinen Angaben 
entstehen daraus unter Abspaltung von Kohlendioxyd und De- 
hydrierung Pyrrolin bzw. Oxypyrrolin, welche durch Wasserdampf- 
destillation abgetrennt werden. ,,Die Bestimmung der Summe von 
Pyrrolin und Oxypyrrolin“ erfolgt dann ,durch die Farbreaktion 
mit p-Dimethylaminobenzaldehyd, in einem anderen Teile des 
Destillates wird das Oxypyrrolin allein durch Kondensation mit 
[satin in verdiinnter Schwefelsiure bestimmt.“ 

Diese Angaben bediirfen der Berichtigung. Die beschriebenen 
Verfahren erlauben nimlich nur die Bestimmung von Oxyprolin, 
nicht die von Prolin; denn bei Anwendung reinen, oxyprolinfreien 
Prolins fallen beide Reaktionen, wie wir gefunden haben, auch 
die mit p-Dimethylaminobenzaldehyd, negativ aus. Die von 
Kk. Lang auch mit Prolin beobachtete Farbreaktion mit p-Di- 
methylaminobenzaldehyd beruht auf der Verunreinigung des an- 
gewandten und der Bestimmung zugrunde gelegten Handelspripa- 
rates von Prolin (Hoffmann-La Roche) durch Oxyprolin.”) So 
enthailt auch das uns zur Verfiigung stehende Prolinpriparat von 
Hoffmann-La Roche nicht weniger als 7,5°/, der Oxyamino- 
siure; ihre Abtrennung wird durch Umkrystallisieren aus Butyl- 
alkohol erreicht. 

p-Dimethylaminobenzaldehyd und Isatinschwefelsiure sind 
bekannte Reagentien auf Pyrrol. Es laBt sich zeigen, daB bei 


') Diese Z. 219, 148 (1933). 
*) Vgl. die Bemerkungen von K. Lang iiber die viel gréBere Emp- 
tindlichkeit dieser Farbreaktion mit Oxyprolin. . 





188 Ernst Waldschmidt- Leitz und Shiro Akabori, 


der beschriebenen Kinwirkung von Hypochlorit auf Oxyprolin nicl: 
Oxypyrrolin, sondern Pyrrol als Endprodukt entsteht. Sein Nach- 
weis wird mit der Isolierung des reinen Quecksilberchlorid- 
Doppelsalzes aus den Destillaten gefiihrt. Die beiden von Lang 
beschriebenen Farbreaktionen in den Destillaten aus Oxyprolin 
beruhen also auf ihrem Gehalte an Pyrrol. Seine Bildung erfolet 
nur aus Oxyprolin, nicht aus Prolin; sie diirfte sich auf folgendem 


Wege vollziehen: 





| | ee aes 
(HO)HC-H,C-NH-CH(COOH)-CH, —» (HO)HC-H,C-NCl-CH(COOH)-CH, 





= (HO)HO-H,C-N : CH-CH, > HC: HC.NH-CH:CH 

Die Ausbeute an Pyrrol bei der Umsetzung des Oxyprolins 
mit Hypochlorit ist nicht quantitativ; sie wird beeintrichtigt durch 
eine bei der Reaktion stattfindende weitergehende Oxydation des 
Pyrrols. Unter bestimmten Bedingungen, nimlich nach Beseitigung 
des iiberschiissigen Hypochlorits vor beginnender Destillation durch 
Zusatz von Aminosauren, zweckmiifig von Glutaminsiure, gelinst 
es, eine reproduzierbare Ausbeute an Pyrrol entsprechend etwa 
80°/, der berechneten Menge zu erhalten. Die colorimetrische 
Messung erfolgt mit Pyrrol als Vergleichssubstanz, fiir gréBere 
Mengen auf Grund der Reaktion mit Isatinschwefelsiure, fiir kleine 
Mengen zweckmibig mit p-Dimethylaminobenzaldehyd als Reagens; 
denn die Farbreaktion mit diesem ist etwa 10 mal so empfindlich, 
die Farbe allerdings viel unbestindiger. Wenngleich es so nicht 
gelingt, eine absolut exakte quantitative Bestimmung des Oxy- 
prolins durchzufiihren, erscheint das Verfahren zum mindesten 
fiir den Nachweis dieser Aminosiure sehr gut geeignet; noch 
0,1 mg derselben lassen sich zuverlissig ermitteln. 

Mit Hilfe dieses Verfahrens haben wir einige Proteine auf 
ihren Gehalt an Oxyprolin gepriift. So finden wir fiir Gelatine 
in 2 Versuchen einen Gehalt von 9,4, bzw. 8,9°/,. Diese Werte 
halten wir fiir zuverlissiger als den von H. D. Dakin?) angegebenen 
von 14°/,; denn der von Dakin ermittelte Gehalt stellt nur eine 
sehr giinstige Schiitzung dar, er entspricht nicht der praktisch 
isolierten Menge Aminosiiure. In Casein andererseits, fiir welches 
die Angaben der Literatur’) nur kleine Oxyprolinwerte verzeichnen, 
findet man nach unserem Verfahren gar kein Oxyprolin, die Farb- 
reaktionen fallen hier negativ aus. Das gleiche gilt fiir das 





) J. of biol. Chem. 44, 499 (1920); vgl. K. Lang, a. a. O. 
*) Vgl. T.B. Osborne u. H.H. Quest, J. of biol. Chem. 9, 336 (1911); 
QO. Fiirth u. H. Minnibeck, Biochem. Z. 240, 18 (1932). 
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von uns untersuchte, gereinigte Priparat von Clupein, das in den 
Untersuchungen iiber die Struktur der Protamine’) Verwendung 
findet. Wir finden es vollig frei von Oxyprolin. Diese Aussage 
wird gestiitzt durch die Erfahrungen bei der priiparativen Tren- 
nung der hydrolytischen Spaltprodukte, bei welcher z. B. auf 
Zusatz von Reineckesalz reines, oxyprolinfreies Prolin erhalten 
wird. Der Widerspruch unserer Befunde zu den Angaben von 
K. Felix, K. Inouye und K. Dirr?), welche die Isolierung eines 
oxyprolinhaltigen Dipeptides aus Clupein, allerdings in kleinen 
Mengen, beschrieben haben, bedarf einer niheren Aufklirung. 
Ks hat den Anschein, daB das von jenen Forschern verwendete 
Protamin eine abweichende Zusammensetzung besab. 


Versuche. 

1. Beschreibung des Verfahrens. a) Reagentien: 1. Hypochlorit- 
lisung: 80 g NaOH + 160 cem H,O + 600 g Eis: Einleiten von Chlor 
bis zu einer Gewichtszunahme entsprechend 71 g, mit Wasser auf 1 Liter 
aufgefiillt; Lésung in dunkler Flasche im Eisschrank aufzubewahren. 
2. 10°/, ige Na,CO,. 3. Natriumglutaminatlisung, 10°/, Glutaminsiiure ent- 
haltend. 4. Gesittigte HgCl,-Lésung. 5. 5°/,iges NaCN. 6. p-Dimethy]- 
aminobenzaldehydlésung: 2,5 g in 100 ccm Alkohol. 17. Isatin-Schwefelsiure: 
01g in 200cem konzentrierter H,SO, 8. Pyrrol-Standardlésung: 0,1 g 
Pyrrol (Kahlbaum) + 5,0 cem n-NaOH in 1 Liter Wasser, zur colori- 
metrischen Analyse im Verhiltnis 1:10 verdiinnt (1,0 cem entsprechend 
0,01 mg Pyrrol). 

b) Ausfiithrung: Zur Destillation des bei der Reaktion 
oxyprolinhaltiger Lésungen mit Hypochlorit gebildeten Pyrrols 
ziehen wir die nebenstehend abgebildete, mit 
einem Heizmantel versehene Apparatur der 


von K. Lang beschriebenen vor. 


Das Vorwiirmen der Apparatur erfolgt durch 
Einleiten von Wasserdampf bei d, worauf das im 
ReaktionsgefiB a@ sowie im Heizmantel 6 konden- 
sierte Wasser mittels des Hahnes von 0) abgesaugt 
wird. Nach Offnen des Hahnes A wird sodann das 
wihrend 2—3 Minuten im Reagenzglas in Eis ge- 
kiihlte Reaktionsgemisch (enthaltend 0,2—3 mg Oxy- 
prolin, 0,5 cem Sodalésung sowie 0,5—5 eem Hypo- 
chloritlésung, nimlich je 0,5 cem derselben fiir 10 mg 
Aminosiuregemisch) nach Zugabe von 1,0 eem Na- ‘/1o der natiirlichen GréBe 
triumglutaminat durch den Trichterc in das Reaktionsgefib a eingefiillt und 
durch 3maliges Ausspiilen von Reagenzglas und Trichter mit méglichst 


1) Vgl. E. Waldschmidt-Leitz, Fr. Ziegler, A. Schaffner u. 
L. Weil, Diese Z. 197, 219 (1931). 
*) Diese Z. 211, 187 (1932). 


a 
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wenig Wasser nachgewaschen. Dann fiihrt man nach SchlieBen des 
Hahnes A durch Einleiten von Wasserdampf bei d die Destillation durch 
bis zur Bildung von 100 cem Destillat. 

Reaktion mit p-Dimethylaminobenzaldehyd: Fiir die Ausfiihrung dieser 
Reaktion, welche sich besonders zur Bestimmung kleiner Oxyprolinmengen 
eignet, ist eine vorherige Abscheidung des Pyrrols mit HgCl, nicht not- 
wendig. Der einer Oxyprolinmenge von 0,01—0,1 mg entsprechende Teil 
des Destillats, auf 20 cem mit Wasser verdiinnt, wird 15 Minuten bei 20 
bis 30° mit 1,0 cem p-Dimethylaminobenzaldehyd + 1,0 ecm 6n-HC1 be- 
lassen, darauf gegentiber einer entsprechend behandelten Probe der Standard- 
Pyrrollésung im Colorimeter bestimmt. 

Reaktion mit Isatin-Schwefelsiure: Die Ausfiihrung dieser Bestimmung, 
an Anteilen des Destillats entsprechend 0,05—0,3 mg Oxyprolin, erfolgt nach 
den Angaben von K. Lang’); zum colorimetrischen Vergleich dient auch 
hier die Standard-Pyrrollésung. 

ec) Nachweis von Pyrrol: 9,775 mg Oxyprolin, in 5 cem Wasser 
gelést, versetzte man unter Eiskiihlung mit 0,5 ccm Sodalésung + 2,0 ccm 
Hypochlorit, nach 3 Minuten mit 1,5 ccm Natriumglutaminat; dann wurde 
das Reaktionsgemisch der Wasserdampfdestillation unterworfen. Aus dem 
gesamten Destillate (100 ccm) isolierte man durch Ansiuern mit Essigsiure 
und Zusatz von 20 ecm HgCl,-Lésung, Abtrennen des Niederschlags in 
der Zentrifuge (nach 2 Stunden) und 2 maligem Waschen mit Wasser und 
Alkohol 0,0428 g Pyrrol-Quecksilberchlorid-Doppelsalz. 


0,0368 g Subst.: 0,78 mg Stickstoff (Mikro- Kjeldahl). 
C,H,N -2HgCl, Ber. N 2,30 Gef. N 2,13. 
d) Pyrrolausbeute: Die Ausbeute an Pyrrol aus Oxyprolin 


nach dem besehriebenen Verfahren hingt, wie die Tabelle belegt, 
wesentlich von der angewandten Menge Hypochlorit und von 

















Tabelle. 
Pyrrolausbeute aus Oxyprolin. 

Oxyprolin | Hypochlorit | 7 ot, yon lin mg Gef. Pyrrol Pyrrolaus- 
in mg in cem in mg beute in °, 
3,910 0,05 = _ 0,56 28 
3,910 0,10 - _ 1,60 80 
3,910 0,20 — oe 0,90 45 
1,955 0,20 _ _ 0,15 15 
1,955 0,40 _ _ 0 0 
1,955 0,20 Alanin 10 0,82 82 
1,955 0.50 . 10 0,80 80 
1,955 0,50 Glutaminat | 100 0,82 82 
1,955 1,00 . 100 0,84 84 
5,865 2,00 Alanin 20 2,30 TT 
5,865 2,00 Glutaminat | 100 2,50 83 

















) a. a. O., und zwar §. 151ff. 
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der Ausschaltung des Hypochloritiiberschusses durch Zusatz von 
Aminosaiuren ab; als Zusatz empfiehlt sich besonders Natrium- 
clutaminat, da durch dessen oxydativen Abbau keine fliichtigen 
Aldehyde gebildet werden. Wie die Tabelle zeigt, gelingt es so, 
in gewissen Grenzen unabhingig von der angewandten Menge 
Hypochlorit eine konstante Pyrrolausbeute von 80°/, der Theorie 
zu erzielen. Nach dem von uns angewandten Verfahren berech- 
net sich also die Oxyprolinmenge aus dem gefundenen Pyrrol durch 
131 - 1,25 


Multiplikation mit dem Faktor a 


2. Beispiele der Anwendung. — a) Nachweis in kiuflichem 
Prolin: 0,46 g Prolin der Firma F. Hoffmann-La Roche, Basel, behan- 
delte man mit 6 ccm kochendem n-Butylalkohol und filtrierte vom Unlés- 
lichen (Fraktion I; 0,05 g); aus der Lésung schieden sich beim Abkiihlen 
0,30 g gereinigtes Prolin aus (Fraktion I), aus der Mutterlauge gewann man 
nach dem Kindampfen noch 0,09 g unreineres Produkt (Fraktion III). 


Oxyprolingehalt der Fraktionen: 

















Angewandt | Gemess. Pyrrol | Oxyprolingehalt 
in mg in mg in °%/, 
Ausgangssubstanz . . 5,0 0,15 7,5 
FraktionI. ..... 2,0 0,60 15 
Fraktion IT... . 10,0 0,04 1,0 
Fraktion WI... .. 3,7 0,05 3,4 




















Gelést | Wasser | Schicht- o [a}2 3° 

in g in ccm |dicke in dm] beob. in °] ber. in ° 
Prolin-La Roche. 0,1902 10 1 — 1,56 — 81,25 
Fraktion IT. . . | 0,1200 10 1 ~ 1,01 — 84,17 
Prolin a. Clupein | 0,1074 20 2 —0,92 | —35,66 


b) Bestimmung in EiweiBhydrolysaten. — Gelatine: a) 0,30¢ 
Goldgelatine des Handels mit 6,0 cem 6 n-HCl 20 Stunden gekocht, Hydro- 
lysat zur Trockne eingeengt, in Wasser aufgenommen, neutralisiert und auf 
20 cem mit Wasser aufgefiillt. 

b) 0,50 g mit 10,0 cem n/10-HCl 24 Stunden gekocht, Hydrolysat wie 
oben behandelt und in 25 cem Wasser gelést. 

Zur Bestimmung angewandt je 1,0 ccm Hydrolysat. 


Gefunden: a) 0,56mg Pyrrol entspr. 1,40 mg Oxyprolin entspr. 9,4°/,; 
nach Zusatz von 1,955 mg Oxyprolin 
1,30 mg Pyrrol entspr. 3,25 mg Oxyprolin; 


b) 0,71 mg ___s,, ‘i 1,78 mg " entspr. 8,9°/,. 
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Casein. 1,0 g Casein (Hammarsten) mit 15 cem n/10-HCl 20 Stunden 
gekocht, Hydrolysat behandelt wie oben und in 25 cem Wasser geloést. Mit 
2,0 ecm des Hydrolysats fielen die Pyrrolreaktionen vollkommen negativ aus; 
nach Zusatz von 0,20 mg Oxyprolin fand man darin 0,06 mg Pyrrol ent- 
sprechend 0,15 mg Oxyprolin. 

Clupein. 5,0g durch Umscheidung aus Wasser in der Kilte ge- 
reinigtes Clupeinsulfat mit 50 cem 25°/, iger H,SO, 48 Stunden gekocht, 
Hydrolysat mit Baryt bis zu schwach saurer Reaktion abgestumpft, darauf 
durch Zusatz von Flaviansiure vom Arginin befreit; aus der Mutterlauge 
vom Argininflavianat nach dem Ansiiuern mit Schwefelsiiure durch Ex- 
traktion mit Butylalkohol die iiberschiissige Flaviansiure abgetrennt, darauf 
neutralisiert. 

In 2,0 cem der argininfreien Monoaminosiurenlésung, enthaltend 2,16 mg 
Stickstoff, war kein Oxyprolin nachzuweisen; nach Zugabe von 1,0 mg Oxy- 
prolin lieBen sich 0,95 mg desselben bestimmen (gemessen 0,38 mg Pyrrol). 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir ergebenst 
fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 
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Krystalle des ¢-Follikelhormons und Schmelzvorgiinge. 





Fig. 1. Drei Modifikationen. Fig. 2. Monoklin-metastabile und rhombisch- 


metastabile Krystalle. 





Fig. 3. 200°. Fig. 4. 254° Fig. 5 
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Fig. 6. 200°, Fig. 7. 2oR. Fig. 8. 258°. 


pe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CCXXIV. Tafel I. 


vA. Kofler und A. Hauschild, Uber die Krystallformen und Schmelzpunkte 
des «-Follikelhormons®’. (S. 150.) 





